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RESUMO

CARVALHO, Manoela Lopes. Estudo do musculo esquelético de camundongos C57BL/6
com sindrome metabolica. 2010. 62 f. Dissertagcdo (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

A sindrome metabodlica € um conjunto de fatores de risco cardiometabdlicos que
incluem a obesidade, a resisténcia a insulina, a hipertensdo e a dislipidemia. Em camundongos
C57BL/6 a dieta hiperlipidica causa um aumento no ganho de massa corporal e
potencialmente aumenta outros fatores de risco associados com a sindrome metabdlica. O
acumulo de lipideos em células ndo adiposas pode causar uma disfuncéo celular ou morte
celular via apoptose, este processo ¢ geralmente definido como “lipotoxicidade”. Com o
objetivo de examinar os possiveis efeitos de uma dieta hiperlipidica na morfologia do
musculo esquelético, vinte camundongos C57BL/6 machos, com treze semanas de idade
foram separados em dois grupos e foram alimentados durante trés meses com: a) uma dieta
hiperlipidica (grupo HF, 60% das calorias provenientes de lipideos) ou b) dieta padrdo para
roedores (grupo SC, 10% das calorias provenientes de lipideos). Os camundongos foram
sacrificados e o sangue foi coletado para analise bioguimica. Os resultados mostraram que
ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos experimentais nos niveis plasmaticos de
glicose, porém os niveis plasmaticos de insulina, colesterol e triglicerideos estavam
aumentados no grupo HF e, além disso, esses animais apresentaram um maior indice de
resisténcia a insulina e aumento na massa corporal. Para estudo ultraestrutural de rotina, o
musculo gastrocnémico foi dissecado, as amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5% e os
cortes ultrafinos foram observados no microscopio eletronico de transmissdo (MET). Para
deteccdo de inclusdes lipidicas através de citoquimica ultraestrutural, os fragmentos de
musculo esquelético foram fixados em GA 2,5% e processados utilizando a técnica do tampéo
Imidazol. Para a posterior quantificacdo dessas inclusdes por estereologia foram selecionados
aleatoriamente trés blocos de Epon de cada animal, os cortes ultrafinos foram observadas
MET e as eletromicrografias aleatorias foram examinadas para a realizacdo da quantificacao.
O aumento do acumulo intramiocelular de lipideos foi observado no grupo HF quando
comparado com o grupo SC (P<0.0001) e as mitocondrias apresentaram-se com alteracoes

morfoldgicas. Para deteccdo de Ca2+ ATPase de reticulo sarcoplasméatico (SERCAL),
fragmentos de musculo esquelético de ambos 0s grupos experimentais foram congelados em
nitrogénio liquido e os cortes obtidos em criostato foram imunomarcados com anticorpo anti-
SERCA1, seguido da incubagdo com o anticorpo secundario conjugado com Alexa 488.
Posteriormente, esses cortes foram observados em microscopio confocal e os resultados

mostraram um aumento da expresséo de Ca2+ ATPase de reticulo sarcoplasmatico (SERCA1)
no grupo HF. Portanto, nds demonstramos que uma dieta HF promove o desenvolvimento de
um conjunto de desordens metabdlicas, caracterizando o tipico modelo de sindrome
metabolica, e, além disso, modifica a ultraestrutura das fibras musculares esqueléticas,
aumentando o numero de inclusGes lipidicas, alterando a morfologia mitocondrial e

~ 2+ . -
aumentando a expressdo de Ca~ ATPase de reticulo sarcoplasmatico.

Palavras-chave: Musculo esquelético. Sindrome metabdlica. Dieta hiperlipidica.



ABSTRACT

CARVALHO, Manoela Lopes. Skeletal muscle study of C57BL/ 6 mice with metabolic
syndrome. 2010. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2010.

Metabolic syndrome is a collection of cardiometabolic risk factors that includes
obesity, insulin resistance, hypertension and dyslipidemia. A high-fat diet causes body mass
gain and potentially increase other risk factors associated with metabolic syndrome in
C57BL/6 mice. The lipid accumulation in non-adipose cells can cause cell dysfunction or cell
death via apoptosis, and these processes have been broadly defined as ,,lipotoxicity™. In order
to examine the possible effects of a high-fat diet in the skeletal muscle morphology, twenty
male C57BL/6 mice at 13 weeks of age were allocated to feed one of the two diets during 16
weeks: high-fat chow (HF group, 60% calories from fat) or b) standard chow diet (SC group,
10% calories from fat. The mice were sacrificed blood samples were obtained by cardiac
puncture for biochemistry analyzes. The results showed that plasma TC and TG were higher
in HF group than SC group. No difference was found to FG between the groups, but FI was
higher in HF animals in comparison to SC ones. The HF animals also showed higher HOMA-
IR than SC animals and the HF group had major BM gain. In order to analyze the skeletal
muscle ultrastructure, the mice gastrocnemius muscles were dissected and samples were fixed
with 2.5% glutaraldehyde and ultrathin n sections were examined in a 906 Zeiss transmission
electron microscope. In order to realize the lipid droplet quantification, muscle samples were
fixed with 2.5% glutaraldehyde, washed Imidazol buffer and three Epon blocks of each
mouse were randomly selected and the grids were observed using a transmission electron
microscope (EM 906 Zeiss). Transmission electron microscopy revealed changes in the
skeletal muscle ultrastructure of the HF group, as enhancement of the lipid droplets deposition
and large and altered intermyofibrillar mitochondria. Lipid droplet quantification revealed
elevated intramyocellular lipids deposition in HF group compared with SC group (P<
0.0001). Muscle sections obtained of both experimental groups were also immunolabeled

with anti-mouse SERCA1 (sarco/endoplasmic reticulum ca2’ ATPase) primary antibody and
the confocal microscopy revealed an increased expression of SERCAL in skeletal muscle
fibers HF group when compared with the SC group. Therefore, the results indicate that a HF
diet influence the ultrastructure of muscle fibers, increasing the number of lipid droplets,
changing the mitochondrial morphology and increasing the expression of SERCAL. In
addition promotes the development of a collection of metabolic disorders, characterizing the
typical metabolic syndrome shape.

Keywords: Muscle. skeletal. Metabolic syndrome. Diet, High-fat.
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INTRODUCAO

Histologia do tecido muscular esquelético

As células musculares tém origem mesodérmica e a sua diferenciacdo é decorrente da
sintese de proteinas filamentosas, concomitante com o alongamento dessas células. Portanto,
o tecido muscular é formado por células alongadas, que contém grande quantidade de
filamentos citoplasmaticos de proteinas contrateis, que fornecem as forcas necessarias para
que ocorra a contracdo desse tecido, utilizando a energia contida nas moléculas de ATP. As
caracteristicas morfoldgicas e funcionais permitem a classificacdo de trés tipos de tecido
muscular: musculo estriado esquelético, musculo estriado cardiaco e masculo liso. O musculo
estriado esquelético ¢ formado por feixes de células cilindricas bastante alongadas e
multinucleadas, dotadas de estriagcdes transversais. Funcionalmente, essas células, ou fibras

caracterizam-se por realizar uma contracdo rapida e vigorosa, sujeita ao controle voluntario.

O tecido muscular esquelético ¢ formado pela fusdo de células embrionarias, os
miocitos, sendo constituido por feixes de células cilindricas muito longas denominadas de
fibras musculares esqueléticas, as quais possuem numerosos nucleos periféricos. Essas fibras
musculares podem chegar até 30 centimetros e possuem numerosos miofilamentos os quais se

organizam em miofibrilas (Figura 1).
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Figura 1- Organizag&o de miofibrilas e sarcomeros na célula muscular esquelética

Adaptado de Gartner e Hiatt ( 2007)

As fibras musculares esqueléticas estdo organizadas em grupos de feixes. O conjunto
total de feixes, ou seja, 0 masculo inteiro é envolvido por uma camada de tecido conjuntivo, o
epimisio e, desta camada, partem septos de tecido conjuntivo para o interior do musculo, o
perimisio que separa o musculo em feixes. Por fim cada fibra muscular esquelética é
envolvida individualmente pelo endomisio, que por sua vez é formado pela lamina basal da

fibra muscular juntamente com fibras reticulares (Figura 2).
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Figura 2- Organizagdo do musculo estriado esquelético

Fibras musculares \ e .
(contragao) Miofibrilas (contragao)

conjuntos de feixes de

fibras musculares)

Capilar (nutricao) Epimisio

(envolve o musculo inteiro)

Endomisio

(envolve cada fibra muscular) T\

Capilares
)’ N
7

5.7 (nutricao)

(Junqueira e Carneiro, 2008)

As miofibrilas sdo feixes cilindricos de filamentos finos (actina) e filamentos
grossos (miosina) que se mantém organizados gracas a proteinas como, por exemplo, a
desmina. Da mesma maneira, os filamentos se mantém presos ao sarcolema por proteinas
com a distrofina, por exemplo. Além dos filamentos de actina e dos filamentos de miosina,
também estdo presentes filamentos de troponina e de tropomiosina. Os filamentos que
compdem as miofibrilas se dispdem de maneira caracteristica nas bandas que formam os
sarcomeros. As fibras musculares esqueléticas sdo caracterizadas por apresentarem
estriacBes transversais, essas estriacfes sao devidas a presenca de repeticdes de unidades
iguais, os sarcomeros, 0s quais sao formados pela parte da miofibrila que fica entre duas
linhas Z sucessivas e contém uma banda A, separando duas semibandas I. A banda A
apresenta uma banda mais clara no seu centro, a banda H (Figura 3).



Figura 3- Estrutura e a posicao dos filamentos finos e grossos do sarcémero
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(Junqueira e Carneiro, 2008)
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p - , 2+
O reticulo sarcoplasmatico (RS) armazena e regula o fluxo de ions Ca™ , tendo um

importante papel na contracdo muscular. O RS consiste de uma rede de cisternas de reticulo
endoplasmatico liso que envolve grupos de miofilamentos. No momento da despolarizacéo

p L. . 2+
decorrente do estimulo nervoso que se InicCla na placa motora, 0s canais de Ca presentes na

. . . . 2+
membrana do RS se abrem liberando passivamente para o citoplasma ions Ca~ que se
encontram depositados nas cisternas do RS, iniciando a contracdo muscular. Quando cessa a

. . 2+ . . .
despolarizacdo, a membrana do RS transfere ativamente o Ca~ para o interior das cisternas,

interrompendo a atividade contrétil (Figura 4).

A contracdo muscular ocorre de maneira uniforme devido a presenca de uma rede de
invaginacdes tubulares da membrana plasmatica da fibra esquelética (sarcolema), denominada
de sistema de tubulos transversais ou sistema T. Em cada lado de cada tabulo T existe uma
extensdo ou uma cisterna terminal de RS. Assim, um tubulo T juntamente com duas
expansBes de RS forma a triade, local onde a despolarizacdo do sarcolema € transmitida ao
RS (Figura 4) (Junqueira e Carneiro, 2008).

Figura 4- Organizacéo de triades e sarcomeros do musculo esquelético

Cisterna terminal do
Nicleo  TghuloT  reticulo sarcoplasmatico

LinhaZ ‘ LinhaZ |
—— BandaA — — Bandal -

A triade esta localizada na juncdo da banda A e banda I, permitindo a liberacdo de ions de calcio na cisterna
terminal do reticulo sarcoplasmatico na regido onde a interacdo de filamentos finos e grossos produzem o
encurtamento do sarcomero. Adaptado de Gartner e Hiatt ( 2007).
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Sindrome metabdlica

Em 1988, Gerald Reaven introduziu o conceito de “Sindrome X para um grupo de
fatores de risco cardiovasculares, tais como hipertensdo arterial, intolerdncia a glicose,
hipertrigliceridemia e baixa concentracdo de HDL-C (high density lipoprotein cholesterol).
Esses fatores sdo encontrados em individuos com predisposicao para desenvolverem doencas
cardiovasculares (DCV) e propds como denominador comum dessa sindrome a resisténcia a
insulina (RI) (Reaven, 1997). A sindrome X também pode ser denominada de “sindrome da
resisténcia a insulina”, “sindrome cardiovascular” ou “sindrome metabolica” (Aguilera, Diaz
et al., 2004). Desse modo, a sindrome metabdlica representa uma desordem multifatorial que
é caracterizada por resisténcia a insulina, dislipidemia, obesidade e hipertensdo. Portanto, esse
conjunto de fatores condiciona a um grande aumento do risco de desenvolvimento de

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doencas cardiovasculares (Moller e Kaufman, 2005).

Nos Ultimos anos, o estudo da sindrome metabdlica tem gerado grande interesse, uma
vez que a incidéncia da obesidade, do metabolismo alterado e DMT2 vém atingindo
proporcdes epidémicas, constituindo um sério problema na saldde publica atual (Holloszy,
2009). A condicdo clinica que caracteriza a sindrome metabdlica € marcada pelo sobrepeso
aliado a alteracbes no metabolismo da glicose, no metabolismo de lipideos e a hipertensdo
(Grassi, Arenare et al., 2009). Ja estd amplamente descrito que a obesidade é uma
consequencia natural do consumo elevado de alimentos altamente caléricos e do sedentarismo
e, quando persistente, desregula processos metabdlicos, incluindo a a¢do da insulina sob o
metabolismo da glicose e de acidos graxos livres. Essa desregulacdo afeta de maneira severa
processos de controle da glicose, da pressao sanguinea e de niveis plasmaticos de lipideos e,
como consequéncia, tem inicio um conjunto de manifestacdes clinicas como: disglicemia,
dislipidemia, hipertensao arterial e 0 chamado estagio de procoagulacdo (Grundy, 2003). A
prevaléncia da obesidade e da sindrome metabdlica tem crescido rapidamente nos paises em
desenvolvimento, levando ao aumento do risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCV), aumentando, por conseguinte, a morbidade e a mortalidade (Misra e
Khurana, 2008).
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Outras anormalidades metabodlicas também estdo associadas com a sindrome
metabolica, como por exemplo, a microalbuminemia, alteracdes na fibrindlise e na
coagulacdo (Lapidus, Bengtsson et al., 1994; Yudkin, 1999). Pacientes que desenvolvem a
chamada hiperinsulinemia, que é uma caracteristica da Rl e também um dos sintomas da
sindrome metabdlica, possuem predisposicdo a apresentarem alteracdes na coagulacdo. A
hiperinsulinemia é responsavel por criar um estado procoagulante, tanto em individuos
diabéticos quanto em individuos ndo diabéticos. Isto ocorre devido ao aumento dos niveis de
fator procoagulante, que por sua vez aumenta a geracdo de trombina, elevando niveis
plasmaticos de fatores de coagulacdo VII e VIII e a ativacdo de plaquetas (Boden e Rao,
2007; Boden, Vaidyula et al., 2007) (Figura 5).

Figura 5- Relagdo entre a obesidade, a resisténcia a insulina, a inflamac&o e doenca vascular
aterosclerdtica (DVAS)
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A obesidade causa a resisténcia a insulina e um estado caracterizado por um baixo-grau de inflamacdo. Ambas
as condigdes contribuem para o desenvolvimento de uma série de desordens, incluindo diabetes melitus tipo 2
(DMT2), a hipertenséo, a dislipidemia e desordens na cogulacdo (COAG) e na fibrindlise (FIBRIN), os quais
séo fatores de risco independentes para o desenvolvimento de DVAS. Adaptado (Boden, 2008).

O outro fator importante relacionado as manifestagdes clinicas da sindrome metabolica
é o fato de individuos obesos com RI apresentarem alteracdes na fibrinolise devido a um

aumento nas concentra¢Bes plasmaticas de ativador do inibidor do plasminogénio, que, por
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sua vez, é o principal inibidor da fibrindlise. Portanto, niveis elevados de acidos graxos livres
levam a RI e, por conseguinte, a hiperinsulinemia, promovendo um aumento do risco de
ocorréncia da trombose e de eventos vasculares agudos (Festa, D'agostino et al., 2002;
Pannacciulli, De Mitrio et al., 2002; Sobel e Schneider, 2004) caracterizando, assim, um
importante fator de risco que compde essa sindrome. Outras manifestagdes clinicas da
sindrome metabolica foram descritas como a disfuncdo endotelial, alteraces arteriais,

hipertrofias cardiacas e ativacdo simpatica (Grassi e Diez, 2009).

Resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina pode ser definida como uma falta de sensibilidade de tecidos
alvo a niveis fisioldgicos desse horménio, esta condicdo é considerada uma das disfungdes
primarias no desenvolvimento do DM2 (Virkamaki, Ueki et al., 1999). Sabe-se que a insulina
age através do receptor de insulina (RI1), um receptor de membrana plasmaética do tipo tirosina
quinase. Quando ocorre a ligacdo da insulina, o receptor é autofosforilado nos seus residuos
de tirosina e pode desta forma, fosforilar outras proteinas promovendo, assim, a transducéo do
sinal (Saltiel e Kahn, 2001).

A producédo anormal de moléculas bioativas de lipideos contribui para a ocorréncia de
mudancas patofisioldgicas associadas com a obesidade. O aumento de diacilglicerol tem sido
apontado como uma das causas da resisténcia a insulina, além disso, dados tém sugerido que
esfingolipideos também exercem um papel em doencas metabdlicas como obesidade, diabetes
e aterosclerose. Dados recentes mostraram que a elevacdo nos niveis de acidos graxos livres
promove uma producdo e composicdo anormal de esfingolipideos em uma diversidade de

tecidos como o musculo esquelético, o pancreas e adipocitos (Cowart, 2009).

Existe uma forte correlagcdo entre o acumulo intramuscular de triacilglicerol e a
resisténcia a insulina, devido a provavel ligacao funcional entre lipideos intramiocelulares e a
sensibilidade a insulina no musculo esquelético. Os estoques aumentados de lipideos no
musculo esquelético sdo considerados como o principal fator de risco para o desenvolvimento

da resisténcia a insulina no masculo esquelético e/ou DMT2 (Goodpaster e Brown, 2005).

A reducdo da sensibilidade a insulina no musculo esquelético estéd ligada a um alto
nivel de triglicerideos no musculo estando interligada a uma diminuicdo da capacidade

oxidativa e da sintese de ATP mitocondriais (Petersen, Befroy et al., 2003). A redugdo da
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eficiéncia mitocondrial e do turnover de lipideos podem facilitar a sintese de metabdlitos
lipidicos deletérios e fomentar a peroxidacdo de lipideos, resultando em metabdlitos
citotoxicos altamente reativos que lesam o DNA e proteinas, prejudicando a capacidade
oxidativa da mitocondria (Kelley, He et al., 2002; Russell, Gastaldi et al., 2003).Tem sido
hipotetizado que a resisténcia a insulina no musculo esquelético, induzida por dietas
hiperlipidicas, é mediada por uma deficiéncia da mitocondria que limita a oxidagdo de acidos
graxos e resulta em um acumulo intracelular de lipideos (Vianna, Huntgeburth et al., 2006).

Acumulo de lipideos em tecidos ndo adiposos

Por definicdo, o desenvolvimento da obesidade e do sobrepeso € caracterizado por um
balanco energético positivo que acarreta um aumento da quantidade de triglicerideos (TG)
(Vianna, Huntgeburth et al., 2006) no tecido adiposo. Entretanto, os TG também podem ser
estocados em tecidos ndo adiposos, como o musculo esquelético, o figado, o pancreas e o
coracdo (Figura 6). A obesidade leva a uma deposicdo excessiva de TG nestes 0rgaos, sendo
tal condicdo denominada de deposicdo ectdpica de gordura ou esteatose. Nessas condi¢Oes
inclusbes lipidicas se acumulam no citoplasma das células e este acimulo excessivo de
lipideos pode levar a uma disfuncdo celular ou ainda a morte desta célula, caracterizando o
fendmeno conhecido como lipotoxicidade (Schrauwen, 2007a). A obesidade é geralmente
resultado de uma alimentacdo inadequada associada ao sedentarismo. Neste contexto, 0s
niveis plasmaticos de &cidos graxos livres sdo frequentemente elevados, uma vez que o tecido
adiposo encontra-se aumentado e, desta forma, libera mais acidos graxos livres. Porém a
utilizacdo desses acidos graxos pode estar reduzida (Boden, 1997; Tataranni e Ortega, 2005).
Portanto, existe uma forte correlacdo entre o balanco energético positivo e o acimulo de
lipideos em tecidos ndo adiposos, pois quando o0 consumo e o gasto de energia encontram-se
equilibrados, ndo ocorre aumento no tamanho dos adipdcitos e ndo ocorre a deposicdo

ectdpica de lipideos (Heilbronn, Smith et al., 2004). (Figura 7).



Figura 6 - Obesidade e alteracGes no tecido adiposo
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Adaptado de (Olefsky e Glass, 2010).
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Figura 7- Balanco energético e o acumulo ectdpico de lipideos.
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(a) Quando o consumo e o gasto energético estdo balanceados, o consumo de gordura equivale a oxidagdo da
mesma e adipécitos pequenos sdo predominantes. (b) Quando o consumo energético € maior do que o gasto, o
excesso de gordura proveniente da dieta causa hipertrofia nos adipdcitos e a estocagem de gordura em sitios
ectdpicos como o figado, o masculo esquelético e as células p pancredticas. A deposicéo ectopica (intracelular)
de lipideos diminui a a¢éo da insulina, levando a hiperinsulinemia, predispondo ao desenvolvimento de DMT2.
Adaptado (Heilbronn, Smith et al., 2004).

O acumulo ectdpico de lipideos pode ocorrer devido a um aumento na captacdo de
acidos graxos livres, da sintese de lipideos nos tecidos envolvidos ou ainda de uma reducéo

da oxidacdo desses acidos graxos (Shulman, 1999).

Foram propostos dois mecanismos através dos quais o aumento do tecido adiposo
antagoniza a a¢do da insulina em tecidos periféricos. Um dos mecanismos seria o fato de que
quando os adipdcitos excedem a sua capacidade de estocagem, a gordura comeca a se
acumular em tecidos que ndo sdo apropriados para a estocagem de lipideos, levando a
formacdo de metabdlitos especificos que atuam inibindo a transducdo do sinal da insulina.
Um segundo mecanismo seria o disparo de um estado de inflamacédo cronica, decorrente da
obesidade, durante o qual citocinas sdo liberadas de adipdcitos e de macrdfagos infiltrantes
no tecido adiposo. Tais citocinas antagonizam a acédo da insulina (Figuras 8 e 9) (Summers,
2006)



Figura 8- Recrutamento de macrd6fagos na obesidade
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Sob condicfes saudaveis (sem a obesidade) os adipécitos sdo pequenos e apresentam
poucos macréfagos residentes, os quais sdo relativamente inativos. Na obesidade, novos
macréfagos sdo recrutados para o tecido adiposo e liberam grandes quantidades de
moléculas inflamatérias podendo agir em sitios distantes do corpo ou podem ativar

adipocitos a secretarem TNFa.

Figura 9- Resisténcia a insulina induzida pela obesidade
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Diagrama esquematico descrevendo a relagdo entre o aumento de depdsitos adiposos, citocinas

inflamatorias e a resisténcia a insulina. Adaptado de (Summers, 2006).
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O aumento da estocagem de lipideos em tecidos ndo adiposos leva ao acumulo de
moléculas intermediarias do metabolismo lipidico como o diacilglicerol e
acetil-CoA, que sdo moléculas conhecidas por interferir na cascata de sinalizacao da insulina
nesses tecidos (Schrauwen-Hinderling, Roden et al., 2007).

No figado, o sobrepeso e a obesidade sdo fortes fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca hepatica ndo alcoolica e a prevaléncia da obesidade estd tomando
proporcOes pandémicas, uma vez que uma significante parte da populacdo serd afetada pela
esteatose hepatica. O acumulo de gordura no figado esta geralmente associado a um conjunto
de anormalidades metabdlicas, relacionadas com a sindrome metabodlica. Sabe-se também que
0 aumento da quantidade de lipideos no figado estd fortemente correlacionado com a
resisténcia a insulina (Browning, Szczepaniak et al., 2004; Jimba, Nakagami et al., 2005;
Yki-Jarvinen e Westerbacka, 2005; Kotronen, Westerbacka et al., 2007).

O acumulo de lipideos no coracdo exerce um importante papel no desenvolvimento de
cardiomiopatias e, eventualmente, da disfuncéo cardiaca. De maneira similar ao que ocorre no
figado e no musculo esquelético a deposicdo de lipideos no coracdo pode levar a resisténcia a
insulina (Sack, Rader et al., 1996). Os metabdlitos lipidicos podem ser toxicos para 0S
cardiomidcitos, induzindo a apoptose (Zhou, Grayburn et al., 2000; Chiu, Kovacs et al.,
2001).

A secrecdo deficiente de insulina em individuos com DMT2 estd relacionada a
deposicdo de gordura no pancreas assim como a altos niveis de acidos graxos livres (Lee,
Hirose et al., 1994; Carpentier, Mittelman et al., 2000). A exposicao crénica de células beta
pancreaticas a niveis elevados de &cidos graxos livres pode levar a danos na funcdo destas
células (Zhou e Grill, 1994; Bollheimer, Skelly et al., 1998).

Acumulo intramiocelular de lipideos

A maior parte da gordura endogena € estocada na forma de TG (Vianna, Huntgeburth
et al.) nos tecidos adiposos subcutaneos e viscerais, porém parte dos TG estd tambeém
localizada nas fibras musculares esqueléticas. Estudos recentes relataram que TG
intracelulares encontram-se organizados em inclusdes lipidicas (Blanchard, Gardeur et al.,
2008; Meex, Schrauwen et al., 2009). No musculo esquelético essas inclusdes lipidicas

recebem a denominacdo de lipideos intramiocelulares, as quais se distribuem no sarcoplasma
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abaixo do sarcolema e entre os miofilamentos da fibra muscular esquelética (Prats, Donsmark
et al., 2006) (Figura 10).

Figura 10- Distribuicdo intracelular de inclusdes lipidicas (verde) no sarcoplasma, abaixo do
sarcolema
e entre os miofilamentos de uma fibra muscular esquelética.
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Adaptado (Prats, Donsmark et al., 2006).

Lipideos e carboidratos sdo os principais substratos que fornecem combustivel para a
sintese aerdbica de ATP no tecido muscular esquelético e, ao contrario dos depdsitos
enddgenos de carboidratos, os estoques de lipideos sdo muito grandes e representam mais de
97% do total do estoque enddgeno de energia (Van Loon e Goodpaster, 2006). Estes
agregados lipidicos presentes no musculo esquelético estdo frequentemente localizados nas
proximidades da mitocéndria 0 que vem a sugerir que tais agregados possam funcionar como
um suplemento energético (Hoppeler, Howald et al., 1985). A microscopia eletrénica de
transmissdo, que revela inclusdes lipidicas muito proximas as mitocéndrias, reforca esta
hipotese de que estas inclusdes lipidicas servem de combustivel para a oxidacdo lipidica
mitocondrial, principalmente em situa¢fes nas quais um rapido suplemento de gordura é

requerido, como por exemplo, durante o exercicio (Hoppeler, 1986).

2+ . .
Ca  ATPase de reticulo sarcoplasmatico

O reticulo sarcoplasmatico (RS) do musculo estriado esquelético é um sistema de
membranas intracelular altamente especializado que exerce um papel importante no ciclo de
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< . A 2 2+
contragdo-relaxamento do musculo. O elemento chave dessa regulagédo é a bomba Ca

ATPase de reticulo sarco (endo) plasmatico (SERCA), que atua sequestrando 0s ions Ca2+

para o interior do RS induzindo e mantendo o relaxamento (Aubier e Viires, 1998) (Figura
11).

Algumas isoformas de SERCA, codificadas por trés diferentes genes foram
identificadas: SERCA1, SERCA2 e SERCA3. A SERCAL1 ¢é expressa exclusivamente em
fibras musculares esqueléticas rapidas (Figura 12). A variante SERCA2a €& expressa em
células musculares cardiacas, em fibras musculares esqueléticas lentas e em certas células
musculares lisas no adulto, ja a variante SERCAZ2b é expressa em todos os tipos celulares. Por
fim, a isoforma variante SERCA3 é expressa em uma ampla variedade de tecidos,
especificamente em células endoteliais, células epiteliais da traquéia, baco, pulméo, estbmago
glandulas salivares, glandula adrenal, tiredide, cortex do timo, células da cripta intestinal e

células de purkinje no cerebelo (Ozog, Pouzet et al., 1998).

Figura 11- Principais componentes do reticulo sarcoplasmatico (RS) na triade do masculo
esquelético.

O RS contém SERCA que tranfere ca?* do citoplasma para o limen do RS. A cisterna
terminal do RS é rica em calsequestrina (que se liga ao Ca®" e o armazena no lmen do RS) e
possui uma zona altamente especializada, o RS juncional, que contém o canal RyR1 e outras
proteinas como a triadina. O canal RYRL1 libera Ca®* e também conecta 0 RS com o tbulo T.
Duas cistenas terminais interagem com um tdbulo T, formando a triade. A membrana do tibulo T
(mTt) contém canais de ca?t voltagem-sensiveis DHPR (receptor dihidropiridina). Com a chegada
do potencial de acdo o tdbulo T ativa 0 DHPR, que por sua vez ativa 0 RyR1, levando & liberacdo
em quantidade de ca?* dos estoques do RS para o citoplasma onde esses ions se ligam aos
filamentos contrateis, iniciando a contragdo muscular. Adaptado de Herasse, Parain et al., (2007).
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Figura 12 - Modelo da bomba Ca?* ATPase (SERCAL1) na conformacéo E1

(Wuytack, Raeymaekers et al., 2002)

Estudos anteriores abordam a relacdo entre desordens metabdlicas e a contracéo
muscular. J4 esta descrito que ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica apresentam um
aumento na expressdo das proteinas SERCA2a, RyR2 e fosfolamban, envolvidas no
mecanismo contratil. Portanto, a obesidade induzida por uma dieta hiperlipidica causa

« . 2+ .
mudancas na expressdo de genes relacionados com o transporte de Ca- no RS (Lima-

Leopoldo, Sugizaki et al., 2008). A atividade da SERCA2 encontra-se diminuida em ratos
alimentados com uma dieta rica em sacarose e que desenvolveram resisténcia a insulina
(Wold, Dutta et al., 2005). Especificamente, no musculo esquelético, ocorre uma diminuicdo
na expressdao de SERCAZ2a quando se induz o diabetes melitus tipo | por administragdo da
streptozotocina. Assim, existe uma correlacdo entre desordens metabolicas e a expressdo de

. : 2+ .
proteinas relacionadas com o transporte de Ca no tecido muscular (Racz, Szabo et al.,
2009).
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1 JUSTIFICATIVA

Ja esta bem estabelecido que um balanco energético positivo leva a obesidade
causando o aumento da deposicdo de gordura em tecidos ndo adiposos, como o musculo
esquelético e que a dieta hiperlipidica induz ao aparecimento da resisténcia a insulina no
masculo esquelético.

Desse modo, a utilizacdo do modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica em
camundongos permitird avaliar possiveis alteracdes metabolicas nesses animais, bem como

estudar os efeitos do sobrepeso na morfologia das fibras musculares esqueléticas.
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2 OBJETIVO GERAL

O presente projeto teve como objetivo geral investigar os possiveis efeitos de uma dieta
hiperlipidica na morfologia do musculo esquelético de camundongos C57BL/6 e examinar as

desordens metabolicas causadas por esse modelo experimental.

2.1 Objetivos especificos

1- Analisar as modificagdes nos pardmetros metabolicos dos animais submetidos a dieta
hiperlipidica, como aumento da massa corporal, alteracdes no perfil lipidico, mudangas no

metabolismo da glicose e desenvolvimento de resisténcia a insulina.

2- Analisar as possiveis alteracdes ultraestruturais das fibras musculares estriadas esqueléticas

de camundongos C57BL/6, como inclusdes de lipideos e mitocondrias.

. . . « 2+ . -
3- Analisar possiveis alteragdes na expressdo de Ca  ATPase de reticulo sarcoplasmatico

(SERCA1L) em ambos 0s grupos experimentais, por microscopia confocal a laser.
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3 METODOLOGIA

3.1 Protocolo experimental

Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram realizados de acordo com o
guia convencional “Care Use of Laboratory Animals” (US National Institutes of Health 85-
23, revisado 1996). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de uso experimental e
cuidado de animais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (nimero do protocolo
CEA/221/2008).

Os animais utilizados foram mantidos em caixas adequadas (5 animais em cada caixa)
em ambiente com temperatura e umidade controladas (21+2°C e 60+10%, respectivamente),
submetidos a ciclo de luz invertido de 12 horas (claro/escuro) e exaustdo 15 min/h com livre

acesso a agua e comida.

Foram utilizados 20 camundongos C57BI/6 machos com 13 semanas de idade
separados em 2 grupos (n=10) e alimentados durante 16 semanas com uma das seguintes
dietas: a) standard chow (SC — dieta padréo, 3,8 kcal/g de dieta e b) high-fat chow (HF- dieta
hiperlipidica, 4,7Kcal/ g de dieta) receberam dieta rica em lipideos- 60% de lipideos. Na dieta
padrdo para roedores (SC) 76% das calorias foram provenientes de carboidratos, 10% de
lipideos e 14% de proteinas. Enquanto na dieta hiperlipidica (HF) 26% das calorias foram
provenientes de carboidratos, 60% de lipideos e 14% de proteinas (Tabela 1). A quantidade de
minerais e vitaminas foi idéntica em ambas as dietas experimentais conforme as
recomendacgdes do American Institute of Nutrition’s recommendation - AIN93
(Reeves, Nielsen et al., 1993) (Tabelas 2 e 3). A massa corporal (MC) foi aferida
semanalmente durante todo o experimento. Os animais permaneceram nesse esquema de dieta

até a 29% semana de idade, perfazendo um total de 16 semanas de dieta experimental.
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Tabela 1- Composigéo das dietas co*rltrole (grupo SC) e hiperlipidica (grupo HF). Mistura de

vitaminas e de minerais segundo recomendacdo da AIN-M (Reeves, Nielsen et
al., 1993; Wang, Storlien et al., 1999)

GRUPOS
Ingredientes (g/Kg) CONTROLE  HIGH-FAT
(SC) (HF)
Caseina (/| 85% de proteina) 140,0 190,0
Maisena 620,692 250,692
Sacarose 100,0 100,0
Oleo de soja 40,0 40,0
Banha de porco - 320,0
Fibra 50,0 50,0
Mistura de vitaminas* 10,0 10,0
Mistura de minerais** 35,0 35,0
Cistina 1,8 1,8
Colina 25 2,5
Antioxidante 0,008 0,008
Total em gramas 1.000,0 1.000,0
Energia (Kcal/Kg) 3573 5404
Hidratos de carbono (%0) 76 26
Proteinas (%0) 14 14
Lipidios (%) 10 60




Tabela 2- Mistura de vitaminas acrescentada em 1 Kg de dieta.
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g/Kg de mistura de

Vitaminas o
vitaminas

Acido nicotinico 3,00
Pantotenato de calcio 1,60
Piridoxina-HCl 0,70
Tiamina-HCI 0,60
Riboflavina 0,60
Acido félico 0,20
D-Biotina 0,02
Vitamina B4, (cianocobalamina) (0,1% em manitol) 2,50
Vitamina E (acetato de [1-tocoferol) (500 Ul/g) 15,00
Vitamina A (palmitato de retinil) (500 Ul/g) 0,80
Vitamina D3 (colecalciferol) (400 Ul/g) 0,25
Vitamina K (filiquinona) 0,08
Sacarose em pé 974,65
Total 1.000,00




Tabela 3- Mistura de minerais para ser acrescentada em 1 Kg de dieta.

Minerais

g/kg de mistura de minerais

Carbonato de calcio, anidro (40,0% Ca)

357,00

Fosfato de potassio, monobasico (22,7% P; 28,73%

K) 250,00
Citrato de potassio, tri-potassio, monohidrato

(36,16%K) 28,00
Cloreto de s6dio (39,34% Na; 60,66% CI) 74,0
Sulfato de potassio (44,87% K; 18,39% S) 46,60
Oxido de magnésio (60,32% Mg) 24,0
Citrato férrico (16,5% Fe) 6,06
Carbonato de zinco (52,14% Zn) 1,65
Carbonato de manganés (47,70% Mn) 0,63
Carbonato de cobre (57,47% Cu) 0,30
lodeto de potassio (59,3% I) 0,01
Selenato de s6dio, anidro (41,79% Se) 0,01
Paramolibdato de aménia, 4 hidrato (54,34% Mo) 0,008
Meta-silicato de sodio, 9 hidrato (9,88% Si) 1,45
Sulfato de cromo potéssio, 12 hidrato (10,42% Cr) 0,275
Cloreto de litio (16,38% L.i) 0,02
Acido bérico (17,5% B) 0,08
Fluoreto de sodio (45,24% F) 0,0635
Carbonato de niquel (45% Ni) 0,032
Vanadatio de amdnia (43,55% V) 0,0066
Sacarose em po 209,808
Total 1.000,00
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3.2 Eutanésia

Um dia antes da eutandsia, os animais foram privados de comida, porém tiveram livre
acesso a agua, sendo submetidos a um jejum de seis horas. Os animais foram profundamente
anestesiados (thiopental intraperitoneal). O sangue foi obtido através de puncéo cardiaca para
analise bioquimica e, posteriormente centrifugado a 120g por 15 minutos em temperatura

ambiente e o plasma foi guardado individualmente a -80°C até a realizacdo da analise.

3.3 Analises metabdlicas

O plasma coletado foi utilizado para investigar os parametros metabdlicos dos animais. O
perfil lipidico: colesterol total (TC) e triglicerideos foi medidos através do método
colorimétrico segundo as instrucbes do fabricante (Bioclin System II, Quibasa, Belo
Horizonte, MG, Brasil). As concentracbes plasmaticas de glicose de jejum foram
determinadas utilizando método glicose-oxidase e lido em um glicometro (Accuchek, Roche
Diagnostic, Alemanha). As concentracdes plasmaticas de insulina de jejum foram medidas
através de radioimunoensaio (RIA kit, Linco Research, Missouri, EUA, Cat. RI-13K). Além
disso, 0 modelo de avaliacdo da resisténcia insulina (HOMA-IR) também foi calculado com
base nos valores: HOMA-IR= (glicose de jejum x insulina de jejum) /22.5 (Matthews, Hosker
etal., 1985).

3.4 Processamento de rotina para Microscopia Eletrdnica de Transmissdo (MET)

Para a realizacdo de analise ultraestrutural, o muasculo gastrocnémico dos animais de
ambos 0s grupos experimentais foi dissecado e amostras do tecido foram cuidadosamente

cortados em pequenos fragmentos de 1 mm3. Os fragmentos foram fixados por 48 horas em
glutaraldeido (GA) 2,5% diluido em tampéo cacodilato 0,1M (pH 7,4). Apds a fixacdo as
amostras foram lavadas duas vezes em 0,1M de tampao cacodilato (pH 7,4) e pds-fixadas em
solugéo de tetroxido de 6smio (OsOg4) a 1% contendo 0,8% de ferricianeto de potassio em

tampdo cacodilato 0.1M pH 7,2 por 40 min. Apos esse tempo, o material foi desidratado em
séries crescentes de acetona, impregnado em uma mistura de acetona 100% e Epon (v/v),
mantidos por 6h em Epon puro, seguido do emblocamento nessa mesma resina a 60°C por 3
dias para a polimerizagdo. Os cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrotomo, recolhidos
em grades de cobre, contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e posteriormente
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observados ao microscopio eletrbnico de transmissdo Zeiss EM 906 (Laboratério de
Microscopia Eletronica - UERJ).

3.5 Citoquimica Ultraestrutural para deteccao de lipideos

Para a realizacdo da deteccdo ultraestrutural de lipideos, o musculo gastrocnémico dos
animais de ambos o0s grupos experimentais foi cuidadosamente dissecado e as amostras do
tecido foram cuidadosamente cortadas em fragmentos de 1 mm3' Os fragmentos foram
fixados por 48 horas em GA 2,5% diluido em 0,1M tampao cacodilato (pH 7,4). Apés a

fixacdo as amostras foram lavadas duas vezes em 0.1M de tampdo imidazol (CH3H4N») pH

7,2 por 20 minutos e pos-fixadas por 30 minutos em 2% de OsOg4 diluido em tampao imidazol
(1:1). Em seguida, o material foi processado como de rotina para microscopia eletrénica de
transmissao. Os cortes ultrafinos foram obtidos e contrastados com acetato de uranila e citrato
de chumbo e posteriormente observados ao microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss EM
906 (Laboratorio de Microscopia Eletronica - UERJ).

3.6 Estereologia: quantificacdo de inclusdes lipidicas por Microscopia
Eletronica de Transmisséo

Para a realizacdo da quantificacdo de inclusbes lipidicas por MET, foram selecionados
aleatoriamente trés blocos de Epon de cada animal (cinco animais de cada grupo) e duas
grades de cada um desses blocos foram observadas utilizando o0 mesmo aumento no
microscopio eletrénico (906 Zeiss). Foram capturadas trés eletromicrografias aleatorias de
cada grade, totalizando 18 imagens por animal e 90 imagens por grupo experimental. Cada

uma das eletromicrografias foi subsequentemente examinada excluindo as “linhas proibidas”

(Gundersen, 1977). A densidade numeérica de inclus@es lipidicas por area Qa, foi estimada

como: numero de inclusdes lipidicas/ AT, onde a éarea teste, A1, foi de 110,0 pm2

(Mandarim-De-Lacerda, 2003).
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3.7 Deteccdo de Ca2+ ATPase de reticulo sarcoplasmatico (SERCAL) por microscopia de
confocal.

Os fragmentos de musculo esquelético dos dois grupos experimentais foram congelados
em nitrogénio liquido, clivados e guardados em freezer a -70° C. Os cortes de 4 a 5 [IJm foram
feitos em criostato ap6s inclusdo em resina hidrofilica Tissue Tek. Em seguida, os cortes
foram fixados em acetona a 20° C por 15 minutos. Os cortes foram incubados por 15 minutos

com Triton X-100 (0,1%) e incubados overnight com anticorpo primario anti- Ca2+ ATPase

de reticulo sarcoplasmatico de camundongo obtido em cabra (SERCA1 Santa Cruz) 1:250. Os
sitios inespecificos foram inibidos através da incubacdo com solucbes de PBS-albumina
(PSB-BSA 1% e PBS-BSA 5%). Os cortes foram incubados por lhora com anticorpo
secundario anti-cabra conjugado com Alexa 488 (Molecular Probes) 1:100. Os nucleos foram
marcados com DAPI 1:10.000 por 5 minutos e, posteriormente, os cortes foram incubados por
15 minutos com o corante Azul de Evans 1:10.000, que confere fluorescéncia vermelha as
fibras musculares esqueléticas. Os cortes foram montados em laminulas com Slow-fade e
observados em microscépio confocal de fluorescéncia Zeiss LSM 510 META (UERJ).

3.8 Analise dos dados

As amostras foram testadas para normalidade e homogeneidade das variancias. As
diferencas entre os grupos foram testadas através do teste-t ndo-pareado utilizando o
GraphPad Prism versdo 5.03 para Windows (GraphPad Software, San Diego California

EUA). Valor de P < 0.05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corporal

A massa corporal dos animais foi medida semanalmente, durante as 16 semanas de
experimento. O grupo HF teve um maior aumento da massa corporal em relagdo ao grupo SC.
A massa corporal foi 4%, maior no grupo HF em trés semanas de experimento (P<0.05; teste-
t) e, ao final do experimento, o ganho de massa corporal foi 15% maior no grupo HF, em
relacdo ao grupo SC (P<0.001; teste-t) (Figura 13).

4.2 Perfil lipidico

Nossos resultados revelaram que o grupo HF apresentou niveis plasmaticos de TG
20% maiores em comparacdo com o grupo SC (P<0.001, teste-t) (Figura 14). O grupo HF
apresentou niveis de colesterol total 9% maiores do que o grupo SC (P<0.001, teste-t) (Figura
15).

4.3 Niveis plasméaticos de glicose e de insulina

Nenhuma diferenca significativa foi observada em relacdo a glicemia de jejum entre 0s
grupos experimentais (Figura 16). Em relacdo aos niveis plasmaticos de insulina de jejum, o
grupo HF apresentou um aumento de 54% em relacdo ao grupo SC (P<0.0001; t-test) (Figura
17). Além disso, foi observado um aumento de 57% no indice de resisténcia a insulina
(HOMA-IR) no grupo HF (P<0.05) (Figura 18).



Figura 13- Evolucdo da massa corporal dos grupos SC e HF
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Figura 16- Glicemia de jejum nos grupos SC e HF
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4.4 Ultraestrutura do musculo esquelético

Considerando normal a ultraestrutura do musculo esquelético do grupo SC, foram
observadas significativas alteracdes morfoldgicas no musculo esquelético do grupo HF. A
analise por microscopia eletrénica de transmissdo revelou que no grupo SC a deposicdo de
lipideos intramiocelular foi minima. Em relacdo & morfologia mitocondrial, ndo foram
observadas alteragdes no grupo SC. No grupo HF houve uma elevada deposicéo de inclusbes
lipidicas, geralmente proximas a mitocondrias. Além disso, no musculo esquelético do grupo
HF foram observadas mitocondrias intramiofibrilares com volume aumentado e com cristas
danificadas (Figuras 19 a 22).
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Figura 20- Microscopia Eletronica de Transmissdo de rotina nos
grupos SC (figura 20a) e HF (figura 20b). Barra = 2
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Figura 21- Citoquimica Ultraestrutural para deteccdo de lipideos nos
grupos SC (figura 21a) e HF (figura 21b). Barra = 2
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Figura 22- Citoquimica Ultraestrutural para detec¢do de lipideos nos
grupos SC (figura 22a) e HF (figura 22b). Barra = 2
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4.5 Estereologia: quantificacao de inclusdes lipidicas por Microscopia Eletronica de
Transmisséo

O estudo esteorologico através da microscopia eletronica de transmissao revelou que
o0s depositos de lipideos foram muito mais numerosos no grupo HF (35471 + 2678 /mm2) do
que no grupo SC (1501 + 272 / mm?)( P<0.0001). Portanto, os resultados indicam que uma
dieta hiperlipidica influencia na composicao intracelular das fibras musculares esqueléticas,

aumentando significativamente a deposic¢éo de lipideos (Figura 23).
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4.6 Expressdo de SERCAL nas fibras musculares esqueléticas de camundongos
alimentados com dieta padréo (grupo SC) (Figura 24) e em camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica (grupo HF) (Figura 25)

A analise por microscopia confocal demonstrou que houve um aumento na expressao de
SERCAL no grupo HF quando comparado ao grupo SC. As fibras musculares esqueléticas do
grupo SC apresentaram uma menor expressdao de SERCA1 (Figura 24), enquanto no grupo
HF foi observada uma expressdo aumentada de SERCA1 (Figura 25).



Figura 24 — Microscopia de varredura confocal a laser de fibras
musculares esqueléticas no grupo SC marcadas com SERCAL.
Barra = 50
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Figura 25- Microscopia de varredura confocal a laser de fibras
musculares esqueléticas no grupo HF marcadas com SERCAL.
Barra = 50
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5 DISCUSSAO

Camundongos C57BL/6 alimentados com uma dieta hiperlipidica reproduzem
componentes essenciais comparaveis a sindrome metabolica humana (Fraulob, Ogg-
Diamantino et al.; Gallou-Kabani, Vige et al., 2007). Os camundongos utilizados no presente
estudo desenvolveram um conjunto de desordens metabdlicas, caracterizando o perfil da
sindrome metabdlica. Nossos resultados foram aumento da infiltracdo de lipideos, mudancas
na estrutura das mitocondrias que se apresentaram com volume aumentado e com as cristas
danificadas e aumento na expressdo de SERCAL no musculo gastrocnémio de camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica. Além disso, foi observado que o consumo de uma dieta
hiperlipidica promove o aumento da massa corporal e dos niveis plasmaticos de lipideos
como triglicerideos e colesterol total, levando a alteragdes metabdlicas em camundongos
C57BL/6. Roedores alimentados com dieta hiperlipidica desenvolveram resisténcia a insulina
em poucas semanas. Se a dieta for prolongada, a resisténcia a insulina progride para um
estado equivalente a sindrome metabdlica ou diabetes melitus tipo 2 em roedores, dependendo
da predisposicao genética (Holloszy, 2009). O modelo experimental utilizado no presente
trabalho levou a um aumento nos niveis plasmaticos de insulina, assim a dieta hiperlipidica
causou a resisténcia a insulina. Portanto, estd bem estabelecido que uma alimentacdo
inadequada associada a um estilo de vida sedentéario leva ao sobrepeso, pois ocorre um
balango energético positivo (Heilbronn, Smith et al., 2004). A obesidade est4 associada com a
dislipidemia que causa a elevacdo dos niveis de triglicerideos e de ceramidas, a apoptose e ao
comprometimento da funcgdo cardiaca (Summers, 2006). O sobrepeso leva frequentemente a
uma deposicdo anormal de lipideos intramiocelulares, decorrente do consumo de uma dieta
hiperlipidica, uma vez que adipécitos excedem sua capacidade de estocagem (Summers,
2006). O protocolo de dieta experimental utilizado neste trabalho, considerado como um
modelo de sindrome metabdlica induzida pelo consumo de dieta hiperlipidica, causou um
acumulo ectépico de lipideos. A deposicdo intramiocelular de lipideos exacerbada foi
observada no musculo gastrocnémio dos camundongos. Estudos recentes mostraram que 0S
triglicerideos intracelulares encontram-se organizados na forma de inclusbes lipidicas
(Simoneau, Kelley et al., 1999; Blanchard, Gardeur et al., 2008), estando de acordo com 0s
nossos resultados que revelaram, através da analise por microscopia eletrbnica de

transmissdo, inclusdes lipidicas nas fibras musculares esqueléticas.
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Ainda que o acimulo de &cidos graxos livres no masculo possa ser resultado apenas
de uma estocagem exagerada devido aos niveis aumentados de &cidos graxos livres, este
acumulo tambeém pode ocorrer devido a defeitos existentes na utilizagdo de &cidos graxos
(Simoneau, Kelley et al.,, 1999). O aumento da quantidade de inclusGes lipidicas
intramiocelulares observado no presente estudo, sugere que o consumo continuo de uma dieta
hiperlipidica leva a reducdo da capacidade oxidativa do musculo esquelético, causando um
acumulo anormal de lipideos. Pacientes com diabetes melitus tipo 2 sdo caracterizados por
uma diminuicdo da capacidade de oxidacao de lipideos e também por altos niveis de &cidos
graxos livres circulantes (Kahn e Flier, 2000). Estes resultados estdo de acordo com nossos
achados, uma vez que os animais alimentados com uma dieta hiperlipidica, apresentaram
alteragdes no perfil lipidico e aumento no indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR). Esses
resultados sugerem que possa existir uma relacdo entre altos niveis plasmaticos de acidos
graxos livres e 0 aumento da estocagem de lipideos no musculo esquelético. Portanto, os
nossos resultados permitem hipotetizar que hd uma associacdo entre 0 aumento do acimulo
de lipideos em fibras musculares esqueléticas e o desenvolvimento da resisténcia a insulina. A
obesidade est& associada com niveis aumentados de acidos graxos livres e de triglicerideos, os
quais contribuem para a ocorréncia da resisténcia a insulina em tecidos periféricos como o
musculo esquelético (Boden, 2008). Estudos recentes tém mostrado uma forte relagdo entre o
sistema mitocondrial e variagdes na disponibilidade de lipideos. Foi observada uma
diminuicdo transitdria na atividade mitocondrial e consequentemente regulando os niveis de
lipideos intramiocelulares assim como da sintese de ATP para valores basais.
Especulativamente, este fato pode indicar que o acumulo excessivo de lipideos pode ser
temporariamente impedido por uma oxidagao fosforilativa eficiente apesar da disponibilidade
de lipideos circulantes estar aumentada (Laurent, Yerby et al., 2007). O musculo esquelético é
um tecido especialmente importante para a resisténcia a insulina, constituindo um dos maiores
Orgdos sensiveis a insulina e contribui em cerca de 80% para a captacdo de glicose estimulada
pela insulina. Os lipideos se acumulam em tecidos ndo adiposos, levando a formagdo de
metabolitos especificos que prejudicam a sinalizacdo da insulina, consequentemente, levando
ao aparecimento da resisténcia a insulina (Boden, 2008). Os depositos anormais de lipideos
no masculo esquelético sdo possivelmente resultado de uma capacidade oxidativa diminuida
no musculo esquelético a qual pode estar associada com uma deficiencia na capacidade
mitocondrial de oxidar &cidos graxos (Defronzo, Simonson et al., 1981(Vianna; Huntgeburth
et al., 2006).
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Mitocondrias isoladas de mausculos de ratos adultos alimentados com dieta
hiperlipidica apresentaram uma significativa diminuicdo na capacidade respiratoria (lossa,
Lionetti et al., 2003). Por outro lado, em ratos jovens, (30 dias de idade), a dieta hiperlipidica
resultou em um aumento na capacidade de utilizar lipideos como combustivel metabdlico
(lossa, Mollica et al., 2002), provavelmente o consumo de uma dieta hiperlipidica causa
alteracdes na fungdo mitocondrial.

Com o objetivo de investigar os possiveis efeitos da infiltracdo lipidica na morfologia
de mitocondrias musculares, nds analisamos através da microscopia eletrénica de transmissao
amostras de musculo esquelético de ambos os grupos experimentais (SC e HF). Foram
encontradas aberragfes na morfologia como aumento no tamanho da organela e danos a
matriz mitocondrial. Estas mitocondrias foram observadas frequentemente proximas a
inclusbes lipidicas intramiofibrilares. Tem sido sugerida uma ligacdo entre danos
mitocondriais, producdo elevada de espécies reativas de oxigénio e seus produtos (perdxidos)
(Schrauwen-Hinderling, Roden et al., 2007; Schrauwen, 2007b). A mitocéndria exerce um
papel integral no metabolismo de lipideos e na homeostase. A esteatose hepética causa
anormalidades da estrutura mitocondrial como aumento no tamanho e reducdo na
eletrondensidade da matriz mitocondrial (Hoppeler, Howald et al., 1985). Recentemente, foi
demonstrado que a dieta hiperlipidica causa algumas mudancas no figado como esteatose
difusa, acumulo de lipideos na forma de inclusdes e mitocdndrias aumentadas com
membranas irregulares (Kiki, Altunkaynak et al., 2007). Estes achados sdo importantes, uma
vez que existe uma relacdo entre o acumulo de lipideos intramiocelulares (LIMC) e lipideos
intrahepatocelulares (LIHC) na obesidade, hd um grau de associacdo entre IMCL e IHCL e a
resisténcia a insulina assim como com o conjunto de fatores de risco cardiometabdlicos
associados (Toledo, Watkins et al., 2006; Lara-Castro e Garvey, 2008).Estes achados sobre a
esteatose hepatica e seus efeitos na estrutura mitocondrial estdo de acordo com nossos
resultados, pois nds observamos as mesmas alteragdes morfologicas na estrutura da
mitoc6ndria do grupo HF.

Ja estd estabelecido ha décadas que atletas apresentam um grande nimero de

mitocondrias no musculo esquelético e, estas mitocondrias apresentam tamanho
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aumentado, tais adaptacdes ocorrem devido a uma maior demanda metabolica no musculo
esquelético (Toledo, Watkins et al., 2006). Mitocondrias grandes podem propiciar um maior
desenvolvimento da capacidade de fosforilagdo oxidativa e, 0 aumento no tamanho tem sido
postulado por favorecer uma conexdo mais rapida de compostos fosfatados de alta energia
para sitios que utilizam ATP, como o aparato contrétil e o reticulo (Gollnick, 1986). Pessoas
obesas apresentam elevados depdsitos de IMCL e resisténcia a insulina, ao contrario dos
diabéticos que apesar de apresentarem estoques elevados de lipideos no masculo esquelético
ndo desenvolvem resisténcia a insulina (Lara-Castro e Garvey, 2008).

Um recente estudo mostrou que a administracdo durante trés semanas de uma dieta
hiperlipidica a camundongos resultou em uma diminuicdo de aproximadamente 90% nos
niveis de mMRNA de proteinas mitocondriais. (Sparks, Xie et al., 2005).

Nossos resultados revelaram um significativo aumento na expressdo de SERCAL no
grupo HF em comparacdo com o grupo SC. Esses resultados estdo de acordo com estudos
anteriores que revelam que ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica apresentam
aumento na expressdo de SERCAZ2, fato associado com uma possivel diminuicdo da atividade
contratil induzida pela obesidade (Lima-Leopoldo, Sugizaki et al., 2008). Desse modo,
podemos sugerir que o consumo de uma dieta rica em lipideos exerce influéncia na contraco
do mdsculo cardiaco, fato evidenciado atraveés do aumento compensatério da expressdo da

2+ , " . . . .
Ca ATPase de reticulo sarcoplasmatico (SERCA). A dieta hiperlipidica também pode
causar danos ao mecanismo contréatil do musculo esquelético, levando, da mesma forma, a um
aumento da expressdao de SERCA. No mdusculo esquelético, ocorre uma diminuicdo na

expressdao de SERCA2a quando se induz o diabetes melitus tipo | por administracdo da
streptozotocina. Portanto, existe uma correlacdo entre desordens metabdlicas e a expressdo de

. : 2+ .
proteinas relacionadas com o transporte de Ca  no tecido muscular (Racz, Szabo et al.,

2009).

Assim, nossos resultados demonstraram que uma dieta hiperlipidica provoca
mudancas estruturais no musculo esquelético como aumento da infiltracdo de lipideos,
alteracdo na morfologia mitocondrial e aumento da expressdo de SERCAL. O consumo dessa
dieta também leva a ocorréncia do sobrepeso e de modificacbes metabdlicas em camundongos
C57BL/6.
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CONCLUSOES

1- Camundongos C57BL/6 alimentados com dieta rica em lipideos reproduzem um modelo
de sindrome metabdlica, ao apresentarem desordens metabolicas como aumento dos niveis
plasmaticos de triglicerideos, colesterol, glicose, insulina e desenvolvimento de resisténcia a

insulina.

2- O consumo de uma dieta hiperlipidica leva ao aumento da deposigéo de inclusdes lipidicas

na fibra muscular esquelética.
3- A dieta hiperlipidica altera a ultraestrutura das mitocondrias intramiocelulares,

4- A obesidade decorrente do consumo de dieta rica em lipideos leva ao aumento da

expressdo de Ca2+ ATPase de reticulo sarcoplasmatico (SERCAL).
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