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RESUMO

Diversas doencas como dislipidemia, hiperinsulinemia associada a diabetes tipo 2,
hipertensao, aterosclerose e outras doengas cardiovasculares sdo decorrentes do estilo de
vida moderno, principalmente aquele verificado nos ricos paises ocidentais. Estas
desordens, antes prevalentes nas pessoas mais idosas, estdo se tornando atualmente
epidémicas e afetando pessoas de todas as idades. A dieta desbalanceada é, certamente, um
dos maiores contribuidores para estas anormalidades. Neste estudo nés alimentamos ratos
com uma dieta hiperlipidica por 6 semanas para indu¢cdo de um estado de hiperlipidemia,
com elevagdo das concentracdes plasmaticas de colesterol total, do LDL-colesterol e dos
triglicerideos, além de apresentar também significativo aumento do indice aterogénico. Os
resultados mostraram também um desenvolvimento paralelo de hiperinsulinemia
(0,75+0,02 vs 1,30 vs 0,12 ng/mL; N vs H) com niveis glicémicos elevados nos ratos
alimentados com dieta hiperlipidica e apés jejum overnight (72,63 vs 84,1+1,5 mg/dL; N
vs H), além de suave hipertensdo e hipertrofia ventricular cardiaca. N6s concluimos que
estas alteragdes metabdlicas e cardiovasculares foram iniciadas pela dieta hiperlipidica
administrada aos ratos, que esta condi¢do se estabeleceu de forma relativamente rdpida e
que se encontra ainda em estdgio inicial, podendo caracterizar o inicio da Sindrome

Plurimetabdlica, também conhecida como Sindrome X.
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ABSTRACT

Several diseases, such as dyslipidemia, hyperinsulinemia and type 2 diabetes
mellitus, hypertension, atherosclerosis, cardiovascular diseases, seem to be decurrent of the
modern life style, mainly verified in the rich occidental countries. These disorders
incidence, before prevalent in the elderly are more and more frequent and became now
epidemic by affecting people of all ages. The disbalanced diet is a greater contributor for
these abnormalities. In this study we fed rats with a high fat-cholesterol diet for six weeks
to induce a hyperlipidaemia, which showed enhanced levels of total cholesterol, LDL-
cholesterol and triglycerides, beyond presentate also a significative increase in the
atherogenic index. The results showed also a parallel development of hyperinsulinemia
(0.75+0.02 vs 1.30 vs 0.12 ng/mL; N vs H) with glicemic levels elevated in rats fed with
hyperlipidemic diet and after overnight fast (72.6+3 vs 84.1+1.5 mg/dL; N vs H), beyond
mild hypertension and ventricular cardiac hypertrophy after diet administration. We
conclude that there was hazardous metabolic and cardiovascular alterations and all of them
were triggered by the high fat-cholesterol diet administered to the rats in a very short time,

which may characterize the beggining of Plurimetabolic Syndrome or Syndrome X.
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Diversos artigos reportam a ocorréncia de desordens associadas com insulina e com
o metabolismo lipidico, como hiperinsulinemia e diabetes mellitus ndo dependente de
insulina (tipo II) e dislipidemias, especialmente elevada concentra¢do de triglicerideos e
LDL associado com reduzida concentracdo de HDL (DeFronzo & Ferrannini, 1991;
Karhapidid et al., 1993; Bonora et al, 1998; Howard, 1995; Grundy, 1999). Outras
patologias também associadas com alteragdes no metabolismo dos lipidios e da insulina
incluem a obesidade, a aterosclerose e a hipertensdo t€m sido verificadas afetar uma mesma
pessoa. A este aglomerado de patologias foi designado o nome de Sindrome
Plurimetabdlica ou Sindrome X.

Todas estas desordens parecem ser decorrentes do estilo de vida moderno,
verificado principalmente nos paises ocidentais e ricos, afetando uma enorme parcela de
individuos nestas sociedades cujos habitos como dieta (tendéncia a alimentos do tipo “fast-
foods” ricos em gordura) e de comportamento (sedentarismo e dia-a-dia apressado)
(Roberts & Barnard, 2005; Stelmach et al., 2005; Khan et al., 2005). Estes habitos seriam
os causadores do aumento na ocorréncia destas doengas em “pessoas mais velhas”, isto &,
apresentando maior incidéncia com o aumento da idade populacional, ou seja, pessoas com
faixa etdria em torno de cingiienta a setenta anos, mas que sdo consideradas atualmente
epidémicas por afetar pessoas de todas as idades, com grande incidéncia na faixa etdria
ativa do mercado (Mokdad ef al., 2000).

Numerosos estudos experimentais, epidemioldgicos, ensaios clinicos e metandlises
estabeleceram claramente a associacdo entre dislipidemia e aumento do risco de morte.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saide o aumento nas concentragdes plasmaticas de
colesterol de baixa densidade (LDL-C), a redu¢do dos niveis de colesterol de alta densidade

(HDL-C) e também o aumento de triglicerideos (TG) sao fatores de risco para eventos



cardiovasculares, sendo esta a principal causa de morte no mundo. O Brasil acompanha este
fendmeno internacional, apresentando estatisticas onde as principais causas de morte sdo as
doencas cardiovasculares, com valores percentuais em torno de 25%, responsdveis por

cerca de 250.000 mortes ao ano (OMS; http://www.opas.org.br/opas.cfm, 2006).

Ainda de acordo com a Organizacdo Pan Americana da Saude (OPAS) a diabetes
mellitus afeta quase 19 milhdes de pessoas e € reconhecida como um dos principais
problemas de saude na América Latina. No Brasil, estima-se que a prevaléncia média desta
enfermidade € de 7,6% na populacdo maior de 40 anos. Um estudo realizado nos Estados
Unidos de 1990 a 1998 demonstrou que a prevaléncia de diabetes aumentou tanto em
homens quanto em mulheres em todos os grupos sociodemograficos, étnicos e em todas as
idades e niveis de educacdo, em todos os estados daquele pais. Houve um aumento de 33%
na prevaléncia de diabetes no periodo de 1990 a 1998, onde 76% incidiu sobre pessoas com
faixa etdria de 30-39 anos, um aumento de 64% em pessoas com “certo nivel de
escolaridade” e 52% em ex-fumantes (Mokdad er al., 2000). Stelmach et al. (2005)
afirmam que um alto nivel de educacdo pode ser um forte e consistente preditor de boa
saude. Além disso, estes autores afirmam que a falta de atividade fisica representa um fator
de risco para o desenvolvimento de sindrome metabdlica.

A hipertensdo arterial também representa um dos maiores desafios em satde
publica, particularmente pela complexidade dos recursos necessdrios para seu controle
como doenga (servicos médicos, pessoal treinado, medicamentos, bem como as implicacdes
negativas e o impacto a saide das populagcdes em seu papel de fator de risco para outros
problemas de saude, particularmente em sinergia com outras patologias como o diabetes e

as cardiopatias (OPAS/OMS; http://www.opas.org.br/opas.cfm, 2006). Como resultado

desta situacdo, aproximadamente 60% de pacientes apresentam algum tipo de complicagdo



micro-vascular no momento do diagndstico inicial, o que gera uma grande porcentagem de
pacientes com complicacdes irreversiveis posteriores, entre elas, perda da visdo e
problemas renais. No Brasil, estima-se que aproximadamente 30% da populacdo geral com
mais de 40 anos possa ter a pressdo arterial elevada. Entre os paises do continente
americano (estudos realizados em diversos paises em populagdes acima de 35 anos de
idade) apresenta uma prevaléncia entre 14% e 40%, mas é geralmente desconhecida pela
metade dos pacientes, e entre aqueles que conhecem seu problema, somente a metade deles
recebe algum tipo de assisténcia médica para seu controle, deixando quase 75% de todos os
casos sem nenhum tipo de atencdo ou servicos médicos.

Estes fatos tornaram-se alarmantes por causa do nimero de pessoas em que a
doenca se manifesta, por causa dos custos anuais no tratamento destas doengas e por causa
de sua solucdo estar ainda longe de ser descoberta, visto a elevada complexidade dos
sistemas metabolicos envolvidos. Confirmando esta complexidade, diversos trabalhos
apresentados jd no 3° Congresso Mundial sobre o Estresse, realizado em Dublin-Irlanda
(2000) relacionavam a Sindrome X com fatores sociais como estresse e depressdo,
estendendo a inter-relacio dos sistemas metabdlicos com o psicolégico, o
neuroendocrinolégico e o psicossocial.

A fonte desta complexa sindrome ainda ndo estd clara, de forma que a questdao que
deve ser primeiramente respondida é: o que causa a Sindrome Plurimetabdlica? Estudos
tém apontado resisténcia a insulina (Proietto et al., 1999; Lichtenstein & Schwab, 2000) e
dietas ricas em gordura (Grundy, 1999; Roberts & Barnard, 2005) correlacionadas e
conduzindo a esta sindrome, mas ainda existe muita controvérsia.

Diversos modelos experimentais utilizando animais de laboratério ji foram

desenvolvidos para permitir uma melhor compreensdo das diversas patologias que afetam



os seres humanos. Ratos SHR, que desenvolvem hipertensao arterial de forma espontanea,
ratos que se tornam espontaneamente diabéticos como o Goto—Kakizaki (GK) ou aqueles
que se tornam diabéticos mediante administracdo de estreptozotocina, ratos Zucker obesos
e camundongos db/db (deficientes do hormonio leptina o que os tornam obesos), ratos
geneticamente hipercolesterolémicos (RICO), além de vérios outros modelos transgénicos.
Entretanto, como se percebe, grande parte destes modelos € produzida “artificialmente”,
isto é, induzidos por drogas e/ou através de modificagdes genéticas, de forma que
caracterizam apenas uma parcela da fonte geradora da doencga. Além disso, estes modelos,
geneticamente modificados, normalmente acabam por desenvolver apenas a patologia cujo
gendtipo foi condicionado, de forma que nem sempre correspondem as variagOes
promovidas pelo ambiente, onde as varias condi¢Oes existentes podem conduzir, em um
mesmo individuo, a um quadro de multiplas doencas, como a que ocorre na sindrome
plurimetabdlica.

Os estudos que deram inicio a esta tese foram iniciados em 1997, quando nosso
grupo pretendeu estudar o efeito hipocolesterolémico de uma planta, a Croton cajucara
Benth. Neste periodo, nosso laboratério ja possuia a infra-estrutura necessdria para
avaliacdo das respostas adrenérgicas, estudadas principalmente em étrio direito e utilizando
basicamente ratos como modelo experimental. Entretanto, a indu¢@o de hipercolesterolemia
por dieta em ratos era dificil e resolvemos estabelecer um estudo piloto a partir de uma
referéncia que utilizava camundongos hipercolesterolémicos induzidos por dieta (Paigen et
al., 1987). Este estudo piloto acabou fornecendo o modelo aqui utilizado, onde ao final de
seis semanas de tratamento com dieta hiperlipidica, os ratos apresentaram as concentragdes
dos lipides séricos elevados. Apresentaram também uma significativa diminui¢do da

sensibilidade as catecolaminas, noradrenalina (agonista seletivo ;) e isoprenalina (agonista



ndo seletivo B; e B,), em étrios direitos isolados, indicando uma disfungdo fisiolgica
decorrente da dieta e apds um periodo relativamente curto de administragdao (Miotto, 2001).

Os adrenoceptores B sdo os primeiros elementos na cadeia de transdugdo do sinal
mediando a estimulacdo adrenérgica. No coracdo, e em condigdes fisiolégicas tal
estimulac@o representa um passo chave na resposta do rendimento cardiaco a um aumento
da demanda periférica por oxigénio e nutrientes (Castellano & Bohm, 1997).
Adrenoceptores pertencem a uma familia de receptores integrais de membrana, com sete
alcas transmembrana, que usam proteina G ligada a uma enzima efetora para acoplar o
estimulo externo a respostas intracelulares (Greenspan & Baxter, 1994). Alguns autores
propuseram que a atividade do sistema -AR/adenilil ciclase (BAR/AC) seria dependente
da composicao lipidica da membrana e que esta seria influenciada pela dieta lipidica (Lurie
et al., 1985; Patten et al., 1989; Gudbjarnason & Benediktsdéttir, 1996). Membranas
celulares sdo compostas principalmente de proteinas e lipideos polares, como
glicerofosfolipideos e glicoesfingolipidios, além de esterdis, os quais formam a matriz da
bicamada. O ambiente lipidico dentro da bicamada consiste de esterdis e das cadeias de
dcidos graxos destes fosfolipidios, mas a composi¢do deste meio é varidvel e pode ser
significativamente alterada pela dieta, pela idade e pela acdo de diversos hormonios (Patten
et al., 1989; Field et al., 1990). A bicamada lipidica da membrana celular oferece um
ambiente dindmico para o funcionamento de enzimas, canais i0nicos e receptores, de modo
que mudangas na composicao lipidica das membranas podem causar alteragdes em suas
funcoes.

Um outro estudo, tese de doutorado, também foi desenvolvida em nosso laboratério

com o modelo de dislipidemia induzida pela dieta em ratos avaliando, neste caso, as



alteracdes no tecido adiposo destes animais, além de demonstrar que a administragao do
infuso obtido a partir das cascas de Sacaca apresentou efeitos hipocolesterolémicos (Wolf-
Nunes, 2004). Recentemente, em outra dissertacdo de mestrado (Moreira, 2005), foi
verificado que a atividade fisica associada a dieta exerce uma prote¢do do atrio direito ao
evitar que a subsensibilidade aos agonistas adrenérgicos se instale nos ratos tratados com
dieta hiperlipidica.

Logo, tendo em vista os indices alarmantes de doengas plurimetabdlicas na nossa
populacdo principalmente decorrente dos hdébitos de vida (sedentarismo e dietas
hiperlipidicas) associados a escassez de modelos experimentais onde o quadro € induzido
pela dieta em ratos, nos propusemos a avaliar as alteragdes metabdlicas e cardiovasculares

induzidas pela administracdo cronica de uma dieta hiperlipidica a ratos.



OBJETIVOS



Os objetivos deste estudo foram analisar, in vivo, o perfil cardiovascular e
metabdlico do modelo de ratos hiperlipidémicos desenvolvidos neste laboratério, além de
verificar as inter-relagdes entre parametros do metabolismo glicEémico e lipidico assim
como a funcdo cardiovascular decorrentes do protocolo de tratamento, na tentativa de
caracterizar os estagios iniciais de uma sindrome plurimetabolica.

Para tanto, verificamos:

-a pressdo arterial e a freqii€ncia cardiaca;

-a espessura de parede, didmetro de cavidade ventricular e quantificacdo de matriz
extracelular, a partir de andlises histoldgicas cardiacas;

-a responsividade arterial;

-as variagOes sanguineas a partir da quantificagdo de lipidios séricos, incluindo colesterol
total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, VLDL-colesterol, &cidos graxos livres e
triglicerideos;

-0 metabolismo glicémico, a partir de andlises plasmadticas da glicose e da insulina; da
quantificacdo dos estoques de glicogénio muscular e hepdtico; da andlise de clamp

euglicémico hiperinsulinémico; e da andlise de ivGTT.
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METODOLOGIA
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Animais

Ratos Wistar machos (Rattus norvegicus, variacdo albina, Rodentia, Mammalia,
S.P.F.), pesando cerca de 150 g ao inicio do experimento foram usados neste estudo. Os
animais foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB) com 5 semanas de idade e foram mantidos no biotério do Departamento de
Fisiologia e Biofisica, do Instituto de Biologia, da Universidade Estadual de Campinas,
onde tiveram uma semana para se adaptarem antes de iniciaram o protocolo experimental,
na sexta semana de vida.

Durante todo o periodo experimental foram mantidos em gaiolas coletivas sendo,
apos a cateterizacdo dos vasos sanguineos, transferidos para gaiolas metabdlicas individuais
a fim de evitar danos pds-cirurgia.

Além disso, durante todo o periodo experimental os ratos permaneceram em sala
com temperatura controlada (22+2°C), com ciclo claro-escuro de 12 horas (com o ciclo
claro iniciando-se as 6:30 horas a.m.).

Os experimentos foram realizados em concordancia com os principios para uso de
animais em pesquisa e educacdo adotados pelo Colégio Brasileiro para Experimentacio
Animal (COBEA) e os protocolos experimentais foram aprovados pelo comité de ética em

Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia (Protocolo numero: 226-1; UNICAMP).

Tratamento
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Os animais foram alimentados (ad libitum) durante seis semanas ou com racao
laboratorial padrao balanceada (4% de gordura e 0% de colesterol; Labina-Purina, Brasil),
caracterizando o grupo normolipidémico (N) ou com uma dieta especialmente preparada
para induzir concentragdes plasmadticas elevadas de colesterol, sob marca Purina (racio #
5001) e fabricada por Dyets Inc. (2508 Easton Avenue, P.O. Box Bethelehen, PA 18017), a
qual contém 15% de gordura proveniente de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5%
de 4cido cdlico, caracterizando o grupo hiperlipidémico (H) (Wolf-Nunes et al., 2000;

Miotto, 2001; Wolf-Nunes, 2004).

Cateterizacao dos Vasos Sanguineos

Os ratos foram anestesiados com xilazina (50 mg/Kg de peso corporal, i.m.) e
hidrocloreto de quetamina (0,01 mg/Kg de peso corporal, im.). Em seguida, apds
tricotomia e assepsia da drea, a artéria cardtida e a veia jugular foram cateterizadas cada
qual com um tubo de polietileno PE 20 (siliconizado e preenchido com 5 mM de citrato de
s6dio) conectado a um tubo PE 50 (com cerca de 25 cm de comprimento e preenchido com
0,9 % NaCl m/v). Os tubos foram exteriorizados na regido dorsal interescapular, onde
foram presos a pele do animal por pontos simples com fios de algoddao (Popovic &
Popovic, 1960).

Este método permitiu a coleta de amostras de sangue com o animal em

movimentagdo livre, sem anestesia e sem perturba-lo. Todos os ratos tiveram 48 horas de
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recuperacdo apds a cirurgia em gaiolas individuais antes de serem conduzidos os

experimentos.

Analise da Pressao Arterial

Os ensaios de medida de pressdo arterial foram realizados segundo Barros et al.,
(2002). Para monitoracdo da pressdao sanguinea os ratos cateterizados foram mantidos em
uma sala silenciosa, conscientes (em vigilia) e com livre movimentacdo pela gaiola. A
pressao arterial foi medida usando um transdutor de pressdo do tipo strain-gauge (Gould-
Strain Gauge) conectado a canula intraarterial e acoplado a um pré-amplificador (General
Purpose Amplifier, Stemtech Inc.).

O DI 220 AT-CODAS (Datach Q Instruments) foi usado como sistema de aquisi¢ao
de dados e um mandmetro de mercurio conectado ao transdutor de pressao foi usado para
calibracdo do sistema.

Os sinais foram integrados para obtencdo da pressao arterial média a uma freqiiéncia
de amostragem de 1500 Hz.

A pressdo arterial sistOlica e a pressdo arterial diastolica, além da freqiiéncia

cardiaca foram calculadas usando o software Advanced CODAS.

Analises Sanguineas
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Amostras sanguineas foram coletadas apds jejum overnight (16 horas) pelo cateter
intraarterial entre 7:30h a.m. e 10h a.m..

Colesterol total, HDL-c, triglicerideos e glicose foram determinados
colorimetricamente usando kits comerciais de diagnostico (Laborlab S/A Produtos para
Laboratério, Barueri, SP, Brasil).

As concentragOes plasmaticas de colesterol total foram avaliadas por colorimetria
através da utilizagdo de kit para dosagem de colesterol (Laborlab). O método se baseia em
uma reagdo enzimdtica-colorimétrica utilizando-se as enzimas lipase, colesterol oxidase e a
peroxidase, para determinacdo do colesterol no plasma ou no soro.

As concentracOes plasmaticas de triacilglicerois foram avaliadas por colorimetria,
utilizando-se kit para dosagem enzimdtica (Laborlab). O método possui o seguinte
fundamento: a hidrélise dos triacilglicer6is € catalisada por uma lipase que induz a
producdo de glicerol e dcidos graxos livres. O glicerol gerado é posteriormente fosforilado
por adenosina 5-trifosfato em presenca de gliceroquinase, resultando em glicerol-3-fosfato.
Este, por sua vez, sofre uma oxidagdo catalisada pela enzima L-glicerol-3-fosfato oxidase
produzindo dgua oxigenada. Um intenso cromdgeno vermelho é produzido pela peroxidase
que catalisa a copulacio oxidativa da 4-aminoantipirina e 2-hidroxi-3,5-
diclorobenzenosulfonato de s6dio com dgua oxigenada.

As concentragdes plasmaticas de HDL foram quantificadas por espectrofotometria
utilizando-se kit de dosagem para HDL colesterol. As lipoproteinas de alta densidade
(HDL) foram separadas seletivamente por precipitacdo das de baixa e muito baixa
densidade (LDL e VLDL) usando-se o sulfato de dextran em presenca de fons Mg**.

Todas as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro com comprimento de onda

(A) = 505 m.
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Apbés a obtencdo direta dos valores de HDL obtivemos indiretamente as
concentracdes plasmaticas de LDL e VLDL a partir da férmula de Friedewald et al. (1972)

(Visavadiya & Narasimhacharya, 2006):

VLDL colesterol (mg/dL) = triacilglicerois (mg/dL) / 5;

LDL colesterol (mg/dL) = colesterol total — (HDL colesterol + VLDL colesterol)

Além disso, foi determinado o indice aterog€nico, que representa uma medida
indicativa da propensdo ao desenvolvimento de aterosclerose e o risco potencial de
morbidade adquirido pelo consumo de dieta com alto teor em lipidios (Choi et al, 1991),

por meio do seguinte cdlculo:

IA = (colesterol total - HDL) / HDL

Acidos graxos foram determinados também colorimetricamente usando kit de

diagnéstico comercial (Wako Chemicals GmbH; Neuss, Germany).

Determinaciao da Concentraciao de Insulina

A insulina secretada no teste de tolerancia a glicose (ivGTT) foi dosada de acordo
com o método descrito por Scott ef al. (1981). As amostras foram adequadamente diluidas

para possibilitar a extrapolacio de valores desconhecidos, a partir de uma curva padrao.
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Tampao fosfato (Na,HPO4: 32,25 mM; NaH,PO,.H,O: 10,2 mM, pH 7,4) foi
utilizado para o preparo de todas as solugdes e para diluicdo das amostras, do anticorpo
anti-insulina (1:200) e da insulina radioativa. Além disso, os tubos correspondentes ao NSB
(non-specific binding ou ligacao inespecifica) e referéncia receberam 100 UL adicionais de
tampao fosfato.

Feitas as pipetagens, os tubos foram agitados em vortex e mantidos, durante 48
horas, a 4°C. Ap6s este periodo todos os tubos, com excegédo dos totais, receberam 200 pL
de uma solugdo contendo 2,5% de carvao (Norit A), 0,5% de albumina e 0,25% de dextran
T70. Os tubos foram mantidos a 4°C, durante 20 minutos. Em seguida, foram submetidos a
centrifugacdo de 2800 rpm, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado € a
radioatividade das amostras medida em contador y (Beckman Gamma Counter 5500). O
sobrenadante dos 3 tubos correspondentes aos totais ndo foi descartado, de modo que todo
o seu volume foi utilizado para leitura da radioatividade. Por intermédio dos valores obtidos
nos tubos contendo concentracdes conhecidas de insulina, elaborou-se a curva padrdo que

possibilitou a determinagdo da concentracio de insulina de cada amostra.

Teste de Tolerancia a Glicose (ivGTT)

O ensaio de ivGTT foi realizado conforme Farias-Silva et al. (2002).
Ap6s a recuperagdo cirdrgica, os animais foram mantidos em jejum overnight (16h),
com os experimentos iniciando as 8:00 h. Um cateter de polietileno, utilizado como

extensdo para injecdo intravenosa de glicose e coleta de amostras de sangue arterial foi
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acoplado a extremidade distal de cada cateter, previamente implantados na veia jugular e
artéria cardtida, como descrito acima.

Antes do inicio do experimento (tempo —5 minutos, jejum) uma aliquota de sangue
foi retirada para medida da glicemia. O sangue foi coletado em tubos tipo eppendorf
heparinizados e centrifugado durante 3 minutos a 3000 g. A glicemia foi avaliada em 10 pL
de plasma através de um analisador de glicose, glicosimetro (Super Glucocard II,
ARKRAY FACTORY Inc., Kouka-Gun, Shiga, Japdao). Em seguida foi aplicada uma
infusdo intravenosa de glicose (1,5 g de glicose/Kg de peso corporal) e amostras de sangue
com volume de 100 puL foram coletadas nos tempos 2, 5, 10, 15, 30 e 60 minutos pds-
infusdo de glicose.

Durante as coletas de sangue os animais foram mantidos em sua gaiola-moradia,
onde permaneceram conscientes durante todo o experimento.

Os animais foram sacrificados apos a coleta da ultima amostra.

Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico

O ensaio do clamp euglicémico-hiperinsulinémico € utilizado para determinacdo do
metabolismo glicémico dos animais e consiste na manutencdo de uma taxa de infusdo
constante para a insulina enquanto que a taxa de infusdo de glicose (GIR) deve ser regulada
momento a momento. Como o principio bésico do ensaio relaciona-se com a manutencao
de uma euglicemia verifica-se, ao final de 2 horas de experimentagdo, se houve alteragdo da

captacdo de glicose pelos tecidos periféricos entre os grupos. Entende-se que, em clamp-
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euglicémico hiperinsulinémico, quanto mais resistente os tecidos do individuo a insulina
menor serd a taxa de infusdo de glicose (GIR) (Agosto et al., 1997).

Os ratos tiveram sua veia jugular direita e artéria carétida esquerda cateterizadas,
como descrito acima. No dia do ensaio foram implantadas extensdes de cateteres para que o
animal (em jejum, 16 horas) tivesse liberdade de movimento dentro de sua gaiola. No
cateter venoso foi implantado um T para que ocorresse a infusdo simultanea das seguintes
solugdes:

- Uma solu¢do de insulina de cerca de 6 mU/Kg.min diluida em solugdo de
NaCl 0,9% adicionada de 1% de BSA, com auxilio de uma bomba de infusdo em
velocidade constante;
- Uma solucdo de glicose (10 %) com auxilio de uma bomba peristéltica. O

débito de infusdo em funcdo da velocidade da bomba foi verificado antes de cada clamp.

Uma aliquota de 25 pl. de sangue foi retirada a cada 5 minutos. O sangue foi
coletado em tubos tipo eppendorf heparinizados e centrifugado durante 3 minutos a 3000 g.
A glicemia foi avaliada em 10 pl. de plasma através de um analisador de glicose,
glicosimetro (Super Glucocard II, ARKRAY FACTORY Inc., Kouka-Gun, Shiga, Japao).
O débito de perfusao de glicose foi realizado de tal forma que a glicemia fosse mantida em
6 mM. O tempo de realizacdo do clamp foi de 2 horas, sendo a primeira hora para atingir a
estabilizac¢do das concentragdes plasmaticas de insulina e de glicose.

Os resultados foram expressos como a quantidade de glicose infundida para manter
a euglicemia (mg/Kg.min) durante a primeira e segunda horas de clamp, que foi um indice
de utilizacdo total de glicose pelo organismo inteiro (Agosto et al., 1997; Baret et al.,

2002).
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Determinaciao da Concentracao de Glicogénio

Amostras de figado, musculo séleo, gastrocnémio branco e vermelho e do dpice
ventricular foram obtidas para determinagdo do conteido de glicogénio de acordo com Lo
et al., (1970) com pequenas modificacdes (Sampaio-Barros et al., 2003). Apds coleta, as
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C. As amostras de
figado e musculo foram pesadas e imersas em solucdo de KOH 30% saturada com Na;SOy,.
Foi adicionado etanol 95% para precipitar o glicogénio da digestdo alcalina. As amostras
foram entdo centrifugadas e o sobrenadante cuidadosamente aspirado. Os pellets foram
dissolvidos em uma mistura de 4gua destilada, fenol (5%) e H,SO4 concentrado. A
absorbancia foi determinada em um Beckman DU® -640 (Fullerton, CA, USA) e os

resultados expressos em miligramas de glicogénio por 100 miligramas de tecido.

Analises Histolégicas Cardiacas

Amostras de tecido cardiaco foram removidas para andlise histoldgica. O coragdo
foi parado com 1 ml de xilocaina misturado com 0,5 ml de heparina (para evitar ou reduzir
coagulacdo do sangue dentro das camaras cardiacas) administrado diretamente na aorta, no
sentido oposto a circulagdo (retrégrado). Apds a coleta o coragdo foi colocado em salina
para retirar o excesso de sangue, evitando o excesso de manuseio para melhor preservacao

do tecido. Atrio e ventriculo foram separados; o ventriculo foi lavado em solucdo
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fisiolégica, pesado e imediatamente colocado para fixacdo em um recipiente contendo
formaldeido. Em seguida, depois de fatiado, foi desidratado em dlcool com concentracdes
crescentes (70% até o absoluto), seguido de uma diafaniza¢do em xilol, imersdo em Bouin e
inclusdo em parafina (58°C a 60°C).

Os blocos foram cortados com 5 pm de espessura e corados com Tricomico de
Masson para andlise de espessura da parede ventricular e didmetro da camara, utilizando o
software Scion Image (NIH Image; Scopacasa, 2002).

Para quantificagdo da matriz extracelular as laminas foram submetidas a um
tratamento especifico, denominada PAS (Acido Periédico de Schiff) para realcar o
coldgeno do tecido muscular. O processo requer a desparafinizacdo seguido pela
celoidinizagdo das laminas as quais sdo submetidas a um tratamento enzimdtico com uma
solucdo de o-amilase (Sigma, Chem. CO EUA) na concentragdo de 0,4% em solucdo
salina, em camara umida por 1 hora a 37°C (Vidal et al., 1973). Esse tratamento teve por
finalidade retirar possiveis substincias que pudessem bloquear os sitios especificos de
ligacdo da molécula de coldgeno com o corante. Logo em seguida as laminas foram
submersas em solucdo de borohidreto de s6dio (Nuclear, Brasil) a 0,5% com o objetivo de
remover os grupos aldeidos presentes no tecido. Removeu-se a celoidina e iniciou-se a
coloracdo das laminas pela oxidacdo com acido periddico (0,5% diluido em dgua destilada),
e tratado com reativo de Schiff durante 9 minutos. Apds 3 banhos de 3 minutos cada, com
dgua sulfurosa e em seguida com 4gua destilada, as ldminas foram montadas em balsamo
do Canadd natural (Vetec, Brasil), o qual possui um indice de refragdo conhecido (n=1,54)
e tradicionalmente recomendado j& que seu indice de refracdo € proximo aquele dos tecidos

biolégicos. A medida dos cortes foi realizada com um microespectrofotdmetro de varredura
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automatico Carl Zeiss (Oberkochen, Alemanha) no qual estava acoplado a um computador
provido de software especifico para andlise dos dados. Inicialmente foi estabelecido um
comprimento de onda de 560 nm para andlise do tecido. A escolha desse comprimento de
onda foi a partir de uma curva de absorbancia espectral obtida com uma régua de filtro
monocromadora Schott (Oberkochen, Alemanha), onde se determinou previamente a
absorbancia dos tecidos muscular e intersticial. A varredura do tecido foi monodirecional,
usando-se uma objetiva Planapo 40x, optovar 2, didmetro do diafragma de medida de 0,1
mm e diafragma de campo 0,2 mm. Realizou-se uma média das absorbancias no proprio
tecido intersticial para se estabelecer um valor de corte (cutoff = 0,27) e exclusdo de valores
que ndo representassem o tecido estudado. Além disso, absorbéncias inferiores a 0,02

foram consideradas background e automaticamente excluidas.

Analises de Aorta Isolada

Os ensaios foram realizados segundo Zanichelli et al., (2004) Os animais foram
sacrificados por meio de um golpe na cabeca com posterior sec¢cdo dos vasos cervicais. Em
seguida, a aorta tordcica foi cuidadosamente isolada para preservacao do endotélio. De cada
aorta foram retirados dois anéis (3-5 mm) tendo um deles sua superficie interna
delicadamente massageada para remog¢ao do endotélio. Estes anéis foram montados sob 2 g
de tensdo inicial, em camara para 6rgdo isolado contendo solucdo de Krebs-Hanseleit com a

seguinte composi¢ao (mM): NaCl: 115; KCl: 4,6; CaCl,.H,O: 2,5; KH,PO4: 1,2; MgS 04.7
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H,0: 2,5; NaHCOs: 25; glicose: 11. O liquido de incubagdo foi continuamente borbulhado
com 5% de CO, e 95% de O, e mantido a 37°C.

Antes da adicio de qualquer droga os anéis permaneceram no banho, para
equilibrio, durante 60 minutos e a solucdo fisiolégica foi trocada a cada 15 minutos. Apds o
equilibrio, a presenca do endotélio foi comprovada fisiologicamente pela indugdo de
relaxamento com a adi¢do de acetilcolina (ACh 1 puM) em anéis pré-contraidos com
noradrenalina (0,1 uM). Considerou-se que o endotélio estava presente nos anéis que
apresentaram 80 a 90% de relaxamento, e ausente nos anéis que ndo apresentaram nenhum
relaxamento. Anéis que apresentaram relaxamento inferior a 80% em resposta a ACh foram
descartados. ApOs este teste, os anéis foram re-equilibrados por um periodo de 45 minutos,
com troca de solugdo fisioldgica a cada 15 minutos.

Ap6s o periodo de re-equilibrio acima descrito, uma dnica curva dose-resposta a
noradrenalina foi obtida em cada anel, com ou sem endotélio.

Curvas concentragdo-efeito também foram realizadas para determinar a capacidade
relaxante da insulina em anéis de aorta, os quais foram pré-contraidos com noradrenalina
(200 pL). Concentracdes de 10, 50, 100, 500, 1000 e 5000 pU/mL foram aplicadas a cuba.
Uma dltima aplicacdo com acetilcolina foi realizada para determinar a presenca do

endotélio.

Analises Estatisticas
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Os dados sao apresentados como média e erro padrio da média e considerados
significativos valores de P menores que 0,05.

As areas sob as curvas obtidas no teste de tolerancia a glicose (ivGTT) e de clamp
euglicémico-hiperinsulinémico foram realizadas pelo método trapezdide através do
software Graph-Pad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA) e em seguida analisadas
utilizando o teste ¢ de Student.

A andlise de regressdo ndo-linear foi utilizada para determinar os valores pD, do
agonista adrenérgico e para a confeccdo das curvas concentracdo-efeito foi realizada
através do emprego do software GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA),
com valores para resposta na auséncia de agonista igual a zero. Os resultados obtidos em
anéis de aorta com e sem endotélio foram analisados utilizando ANOVA seguido de Tukey.

Para a anélise da pressao sanguinea foi usado o software Advanced CODAS.

A andlise comparativa entre os grupos foi realizada pelo teste ¢ de Student ndo

pareado através do software GraphPad Instat.
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RESULTADOS
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Analises Sanguineas - Lipidios

A dieta rica em gordura administrada aos animais durante seis semanas elevou
significativamente a concentragdo plasmatica de colesterol total comparado ao grupo
alimentado com dieta balanceada. Além disso, aumento foi observado para suas fracdes
LDL-c, VLDL-c e para o triglicerideo. O indice aterogénico, que representa uma medida
indicativa da propensdo ao desenvolvimento de aterosclerose e o risco potencial de
morbidade adquirido pelo consumo de dieta com alto teor em lipidios, apresentou valores
significativamente maiores no grupo H que o grupo N (Tabela 1 e Figura 1). Por outro lado,
ndo houve alteracdes plasmdticas para a fracdo HDL-c e nem para AGL, embora este

ultimo tenha se apresentado quase 2 vezes maior.
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Tabela 1 - Concentracdes plasmdticas de colesterol total (CT), HDL-, LDL-, VLDL-
colesterol, triglicerideos (TG), dcidos graxos livres (AGL) e indice aterogénico (IA) de

ratos apds seis semanas recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H).

CT HDL-¢c LDL-c VLDL-c TG AGL
Grupo 1A
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mmol/L)
N 36,244,2 5,2%1,2 242+5,5 6,720,8 20,9%1,2 0,65+0,06 7,1+1,8

H 95,749,5*% 6,6£0,4 83,2+9,4* 10,5£0,5* 51,3%£1,7* 1,02+0,14 15,3%1,3*

Amostras sanguineas foram coletadas ap6s 16 h de jejum com os ratos em vigilia e com
livre movimentacao.

Unidades das concentragdes apresentadas como mg/dL exceto para AGL que € apresentado
como mmol/L

Indice aterogénico = [(colesterol total —- HDL)/HDL].

O ndimero de experimentos foi de 4 para o grupo N e de 5 para o grupo H.

Dados apresentados como média + EPM.

* P<0,05 H vs N; teste ¢ de Student.
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Figura 1 — Concentragdes plasmaticas de colesterol total (CT), HDL-, LDL-, VLDL-
colesterol, triglicerideos (TG), 4dcidos graxos livres (AGL) e indice aterogénico (IA) de
ratos apos seis semanas recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H).

Todos os valores sdo apresentados em mg/dL, exceto para AGL (mmol/L).

O ntimero de experimentos foi de 4 para o grupo N e 5 para o grupo H.

* P<0,05 H vs N; teste ¢ de Student.



28

Analises Sanguineas - Glicose e Insulina

A dieta hiperlipidica ndo promoveu qualquer alteracdo na glicemia apds seis
semanas de tratamento, quando analisadas pelo kit da Laborlab. Contudo, a concentragdo de
insulina apresentou um aumento significativo no grupo alimentado com a dieta

hiperlipidica comparado ao grupo controle apds seis semanas de tratamento (Tabela 2 e

Figura 2).
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Tabela 2 — Concentracdo plasmatica de glicose e de insulina de ratos apds seis semanas

recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H).

Glicose Insulina
Grupo
(mg/dL) (ng/mL)
N 112,9+11,9 0,75%0,02
H 110,5+4,9 1,30+0,12*

Amostras sanguineas foram coletadas ap6s 16 h de jejum com os ratos em vigilia e com
livre movimentagdo. A glicemia foi analisada pelo kit da Laborlab.

O ndimero de experimentos foi de 4 para o grupo N e de 5 para o grupo H.

Dados apresentados como média + EPM.

* P<0,05 H vs N; teste ¢ de Student.
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Figura 2 — Concentragdes plasmdtica de glicose (mg/dL) e de insulina (ng/mL) de ratos
apés seis semanas recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H). O nimero de
experimentos foi de 4 para o grupo N e 5 para o grupo H. * P<0,05 H vs N; teste ¢ de

Student.
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Teste de Tolerancia a Glicose (ivGTT)

O teste de tolerancia a glicose intravenosa foi realizado em ratos sob vigilia e com
livre movimentagdo em suas gaiolas. Amostras sanguineas foram coletadas ap6s 16 h de
jejum nos tempos (minutos) 2, 5, 10, 15, 30 e 60, além de uma coleta prévia a infusdo de
solucdo de glicose saturada especificada na Tabela 3 como jejum. Nenhuma diferenca
significativa foi observada nestes ensaios entre os grupos que se alimentaram com uma
dieta balanceada (N) e com uma dieta hiperlipidica (H), exceto na amostra jejum. A curva

glicémica do ensaio pode ser vista na Figura 3.
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Tabela 3 — Valores glicémicos (mg/dL) e drea sob a curva obtidos a partir de teste de
tolerancia a glicose em ratos apds seis semanas recebendo dieta balanceada (N) ou

hiperlipidica (H).

Jejum 2min Smin 10 min 15 min 30 min 60 Area sob
Grupo
min Curva

N 72,613 544126 481149 317+10 232428 103+24 90£12 12475,8%£1132,5
H  84,1£1,5* 528+12 380%+18 289+13 181+20 86+5 84*+11 10977,8+276,9

Amostras sanguineas foram coletadas ap6s 16 h de jejum com os ratos em vigilia e com
livre movimentagdo. As coletas foram realizadas nos tempos (minutos) 2, 5, 10, 15, 30 e
60, além de uma coleta prévia a infusdo de solucdo de glicose saturada indicada como
jejum.

O numero de experimentos foi de 4 para o grupo N e de 4 para o grupo H exceto para as
amostras no jejum que foram 12 para o grupo N e 11 para o grupo H.

Dados apresentados como média + EPM.

e P<0,05 H vs N; teste ¢ de Student.
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Figura 3 — Curva glicémica obtida a partir de teste de tolerdncia a glicose em ratos apos
seis semanas recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H) apds 16 h de jejum com
os ratos em vigilia e com livre movimentagdo. O nimero de experimentos foi de 4 para o
grupo N e 4 para o grupo H exceto para as amostras no jejum que foram 12 para o grupo N
e 11 para o grupo H.

* P<0,05 H vs N; teste ¢ de Student.
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Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico

O ensaio do clamp euglicémico-hiperinsulinémico também foi realizado em ratos
sob vigilia e com livre movimentagdo em suas gaiolas. Estes animais também foram
submetidos a um jejum overnight (16 h) e amostras sanguineas foram coletadas a cada 10
minutos durante as duas horas de ensaio, visando a manuten¢do de sua glicemia. Uma
amostra de sangue foi coletada antes do inicio da infusdo de glicose e insulina para
determinacdo da glicemia de jejum (Tabela 4 e Figura 4). Os valores de jejum indicam uma
glicemia significativamente maior para o grupo H. A euglicemia foi mantida nos periodos
analisados e nao houve diferenca entre grupos. A taxa de infusdo de glicose foi
significativamente maior para o grupo H na segunda hora apds o inicio do clamp. Nao
foram observadas diferencgas significativas para a glicemia e taxa de infusdao de glicose

quando os dados foram analisados como 4rea sob a curva na segunda hora.
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Tabela 4 — Valores glicémicos (mg/dL), valores de taxa de infusdo de glicose (GIR;
mg/Kg/min) e 4rea sob a curva obtidos a partir do ensaio de clamp euglicémico-
hiperinsulin€mico em ratos apds seis semanas recebendo dieta balanceada (N) ou

hiperlipidica (H).

Grupo Jejum 1? hora 2" hora Area sob Curva (2 hora)

Glicose GIR Glicose GIR Glicose GIR

N 72,613  101,6+£1,49 22,040,16 103,4+2,23 20,0+£0,22 5283,0£109,0 1001,5£215,4
H 84,1£1,5* 103,410,94 24,410,14 107,7£2,67 22,740,28*% 5440,0+229,9 1111,3%£58,2

Amostras sanguineas foram coletadas ap6s 16 h de jejum com os ratos em vigilia e com
livre movimentacdo. As coletas foram realizadas a cada 10 minutos durante 2 horas de
ensaio. O tempo zero representa o inicio deste prazo, determinado apds a estabilizacido da
glicemia em valores préximos ao de jejum, verificada apds trés repeticdes seguidas. Uma
coleta prévia a infusdo de solucdo de glicose e insulina indica a glicemia de jejum.

O nimero de experimentos foi de 7 para o grupo N e de 7 para o grupo H exceto para as
amostras no jejum que foram 12 para o grupo N e 11 para o grupo H.

Dados apresentados como média + EPM.

* P<0,05 H vs N; teste ¢ de Student.
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Figura 4 — Curva da glicemia (mg/dl) e da taxa de infusdo de glicose (GIR; mg/kg/min)
obtidas a partir do ensaio de clamp euglicémico-hiperinsulinémico em ratos apds seis
semanas recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H). O nimero de experimentos
foi de 7 para o grupo N e 7 para o grupo H exceto para as amostras no jejum que foram 12

para o grupo N e 11 para o grupo H.
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Determinaciao da Concentracao de Glicogénio

Os resultados da concentracio de glicogénio tecidual estdo apresentados na Tabela 5
e Figura 5 e foram determinados apds um jejum overnight. Ndo foram observadas
alteracOes nos estoques de glicogénio entre os grupos, exceto para o musculo esquelético
gastrocnémio branco, com o grupo tratado com dieta hiperlipidica (grupo H) apresentando
uma concentracdo significativamente mais elevada quando comparado aos ratos

alimentados com dieta balanceada (grupo N).
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Tabela 5 — Concentracdo de glicogénio em (mg/100 mg) de tecido hepético e muscular de

ratos apds seis semanas recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H).

Grupo Figado Séleo GB GV  Ventriculo Esquerdo
N 0,49+0,05 0,39+0,09 0,25+0,01 0,37+0,09 0,4010,06
H 0,81%0,19 0,4610,04 0,451£0,01* 0,3210,05 0,3910,03

Amostras teciduais foram coletadas apdés 16 h de jejum. GB = gastrocnémio branco; GV =
gastrocnémio vermelho.

O ntimero de experimentos foi de 4 para o grupo N e de 4 para o grupo H.

Dados apresentados como média + EPM.

* P<0,05 H vs N; teste ¢ de Student.
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Figura 5 — Concentragdo de glicogénio do tecido hepético e muscular de ratos apds seis

semanas recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H). Todos os valores sio

apresentados em mg/100mg. O nimero de experimentos foi de 4 para o grupo N e 4 para o

grupo H. * P<0,05 H vs N; teste ¢ de Student.
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Analise da Pressao Arterial

A tabela 6 e Figura 6 mostram a pressao arterial média, a pressdo arterial sistélica e
a pressdo arterial diastdlica registradas em ratos em vigilia e com livre movimentacdo.
Todas as medidas de pressdo arterial apresentaram uma leve, mas significativa, elevacao
em resposta a dieta hiperlipidica administrada por seis semanas. Além disso, apresentam a
freqliéncia cardiaca que, da mesma forma que a pressdo arterial, apresentou um aumento

significativo no grupo H comparado ao grupo N.
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Tabela 6 — Pressao arterial Média (PAM), pressdo arterial sist6lica (PAS), pressao arterial
diastdlica (PAD) e freqiiéncia cardiaca (FC) de ratos em vigilia apds seis semanas

recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H).

PAM PAS PAD FC
Grupo
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (bpm)
N 10542 12042 911 34617
H 11241% 130£1* 98+2%* 36814+

O numero de experimentos foi de 3 para o grupo N e de 4 para o grupo H.
Dados apresentados como média + EPM.

* P<0,05 H vs N; teste ¢ de Student.
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Figura 6 — Pressao arterial Média (PAM), pressdo arterial sistélica (PAS), pressao arterial
diastdlica (PAD) e freqiiéncia cardiaca (FC) de ratos em vigilia apds seis semanas
recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H). O nimero de experimentos foi de 3

para o grupo N e 4 para o grupo H. * P<0,05 H vs N; teste ¢ de Student.
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Analises Histolégicas Cardiacas

O peso corporal ndo diferiu entre os grupos, mas a massa do ventriculo esquerdo foi
significativamente maior nos ratos alimentados com a dieta hiperlipidica. Entretanto, o
indice de massa ventricular, que representa a razdo do peso do ventriculo pelo peso
corporal do rato, acabou demonstrando que este aumento da massa cardiaca dos ratos
alimentados com dieta hiperlipidica foi influenciado pelo peso corporal, de forma que a
diferenca entre os grupos ndo foi significativa. Por outro lado, apresentaram diferenca
estatistica significativa na espessura da parede do ventriculo esquerdo (p<0,0001), o
diametro interno do ventriculo esquerdo e para a razdo espessura da parede ventricular
esquerda pelo diametro interno do ventriculo esquerdo (p<0,0001), razdo esta que indica se
a hipertrofia corrente € concéntrica ou excéntrica (Tabela 7 e Figura 7). Como resultado
desta medida observamos que a hipertrofia verificada nos ratos alimentados com dieta
hiperlipidica € caracterizada como concéntrica, a qual esté relacionada principalmente com
sobrecarga de pressao.

As alteracdes morfoldgicas sdo mostradas na Figura 8, cujas imagens foram obtidas
por andlises microscopicas e coradas com Tricomico de Masson: a coluna A representa o
coragdo inteiro apds uma seccdo transversal na altura média do 6rgao; a coluna B mostra
midcitos vistos em corte transversal (40x); midcitos vistos em seu eixo longitudinal (40x)
sdo apresentados na coluna C e fibrose perivascular (40x) na coluna D.

As medidas da quantificagdo da matriz extracelular a partir da coloracdo com PAS e
feita com microespectrofotometria de varredura sdo mostradas na Tabela 8. As medidas da

drea total de matriz extracelular analisada foram semelhantes em ambos os grupos e a
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absorbancia desta drea total também ndo apresentaram diferenga estatistica. A medida do
cutoff representa o valor de corte para absorbancias que se encontram abaixo daquele que o
tecido avaliado, no caso tecido conjuntivo, apresenta, de forma a impedir que absorbancia
do tecido muscular circunvizinho seja considerada no calculo. Tanto a drea do cutoff quanto
a absorbancia verificada nesta drea ndo apresentaram diferencas significativas. Auséncia de
diferenca estatistica também foi observada na relacdo das dreas e na relagdo das
absorbancias, além da razao absorbancia pela drea, total e do cutoff. Logo, estes resultados
mostram nenhuma diferenca na quantidade de tecido conjuntivo perivascular entre os
grupos avaliados. Apesar de ser esta a regido a que apresenta maior acimulo de tecido
conjuntivo, ndo podemos descartar a possibilidade de que este tecido esteja alterado entre
os midcitos no preenchimento do espaco intersticial, como também € possivel que a
hipertrofia observada nos coragdes dos ratos hiperlipidémicos seja decorrente do aumento

dos miocitos cardiacos.
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Tabela 7 — Peso corporal (PC), massa ventricular esquerda (MVE), indice de massa
ventricular (IMV), espessura da parede ventricular esquerda (EPV), didmetro interno (DI),
razdo espessura da parede ventricular esquerda e diametro interno do ventriculo esquerdo

(EPV / DI) de ratos apds seis semanas recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H).

PC MVE IMV EPV DI EPV/DI
Grupo
(g (mg) (mg/g) (mm) (mm)

N 292,4+13,2 546,6£23,9 1,8940,15 11,5+0,12 28,8+0,2 0,40£0,004
H 307,8£7,5 653,8+28,2*% 2,2240,10 15,1£0,51* 20,6+£0,3* 0,64+0,010*

Os dados sdo apresentados como média + EPM. Indice de massa ventricular = peso do
ventriculo / peso corporal.

O numero de experimentos foi de 4 para o grupo N e de 4 para o grupo H.

Dados apresentados como média + EPM.

* P<0,05 H vs N; teste ¢ de Student.
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Figura 7 - Peso corporal (PC), massa ventricular esquerda (MVE), indice de massa

ventricular (IMV), espessura da parede ventricular esquerda (EPV), didmetro interno (DI),

razdo espessura da parede ventricular esquerda e diametro interno do ventriculo esquerdo

(EPV / DI) de ratos apds seis semanas recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H).

O numero de experimentos foi de 4 para o grupo N e 4 para o grupo H. * P<0,05 H vs N;

teste ¢ de Student.
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Figura 8 — Figura representativa das andlises histolégicas cardiacas de ratos tratados
durante seis semanas com dieta balanceada normolipidica (N) ou hiperlipidica (H). Os
tecidos foram corados com Tricomico de Masson. Coluna A, seccdo transversal de um
coragdo inteiro na altura média do 6rgdo. A espessura da parede do ventriculo esquerdo foi
marcadamente aumentada em ratos alimentados com dieta hiperlipidica; coluna B mostra
cardiomidcitos vistos em corte transversal (corte = S5um); coluna C, cardiomidcitos vistos

longitudinalmente; coluna D apresenta fibrose perivascular (colunas B-E, aumento de 40x).
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Tabela 8 — Area total, absorbancia total, drea do cufoff, absorbancia do cutoff, relacio das
areas, relacdo das absorbancias, razdo da absorbancia pela area total e razao da absorbancia
pela drea do cutoff da matriz extracelular medidas por espectrofotometria de varredura em

ventriculo esquerdo cardiaco de ratos apds seis semanas recebendo dieta balanceada (N) ou

hiperlipidica (H).
Grupo  Area Abs. Total Area Abs. Rel. Rel. Abs  Abs/Area Abs/Area
Total (mm) Cutoff Cutoff Areas Total Cutoff
(pm?) (pm) (nm)

N 917+291 234+60 566+183 188+51 59,6£3,9 1,32+0,03 0,27+0,04 0,34+0,05

H 1613+217  431£72  1153£311 352+75  68,6+10,3 1,22+0,08 0,28+0,04 0,33+0,05

O ntimero de experimentos foi de 4 para o grupo N e de 4 para o grupo H.

Dados apresentados como média + EPM.
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Analises com Aorta Isolada

Aortas isoladas de ratos alimentados com dieta normolipidica e hiperlipidica foram
submetidas a uma curva concentracdo efeito a noradrenalina, agonista seletivo B, e o-
adrenérgicos para promover vasoconstri¢cdo e verificar a responsividade do vaso sangiiineo
ao estimulo adrenérgico. Anéis de aorta tordcica foram cortados em pares e em um deles foi
realizada uma leve massagem para remocdo da camada endotelial. Os resultados
relacionados a forca (mN/100mg) obtidos a partir destas andlises ndao demonstraram
alteracdes da responsividade da aorta ao estimulo adrenérgico quando comparados anéis
com endotélio, ou quando comparados anéis sem endotélio, de ambos os grupos (Tabela e
Figura 9). Apenas as comparacdes de anéis com endotélio intacto com anéis que tiveram o
endotélio removido foram diferentes significativamente, tanto com relagdo a porcentagem
de relaxamento (Figura 9 A) quanto com rela¢do a forca contratil (Figura 9 B).

Na tabela 9 e na Figura 10 também s@o apresentados os resultados (% relaxamento)
de uma curva cumulativa concentragdo-efeito a insulina em anéis de aorta. Verificamos,
nesta andlise, que os anéis de aorta sem endotélio apresentaram um relaxamento a insulina
significativamente maior quando comparados aos anéis com endotélio, entretanto somente
o grupo N apresentou diferenca significativa (P < 0,01).

Ao final da curva foi administrada uma tunica dose de acetilcolina (1 pM) para
assegurar a auséncia ou presenca de endotélio. Podemos observar na figura 10 que, nos
grupos onde o endotélio foi removido, ndo houve resposta relaxante, comprovando a
eficdcia na remocdo desta camada celular. Por outro lado, os grupos em cujos anéis foi

mantido intacto o endotélio demonstraram um relaxamento significativo. Embora nao
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significativa observamos um maior relaxamento em anéis de aorta com endotélio
provenientes de ratos tratados com a dieta hiperlipidica (Nc = 25,7+7,2% vs Hc =

54,9+10,8%).
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Tabela 9 — Sensibilidade (pD,) e resposta mdxima (RM) a noradrenalina e porcentagem de
relaxamento em resposta mdxima a insulina (5000 pU/mL) em anéis de aorta isolada, com
endotélio preservado (c) e sem endotélio (s), de ratos apds seis semanas recebendo dieta

balanceada (N) ou hiperlipidica (H).

Grupo Noradrenalina Insulina Acetilcolina (1 pM)
pD: RM (mN/100 mg) % Relaxamento % Relaxamento
Nc 7,25+0,06 (6) 202,8+40,8 (6) 4,0£1,5 (2) 25,7£7,2 (2)
Ns 8,12+0,11 (6)* 382,9+54,1 (6)* 33,0+7,6 (3)* 8,3+4,1 (3)
Hce 7,21£0,10 (5) 159,1+£59.4 (5) 8,9+0,6 (3) 54,9+£10,8 (3)
Hs 8,20+0,16 (5)* 362,6+52,0 (5)* 32,5+£0,5 (2) 0,0+0,0 (2) T

O niimero de experimentos estd entre parénteses.
Dados apresentados como média + EPM.

* P<0,05 Ns vs Nc; Hs vs Hc

# P<0,05 Nc vs Ns

T P<0,05 Hs vs He

ANOVA seguido de Tukey
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Figura 9 — Curvas concentragdo-efeito a noradrenalina apresentadaS em porcentagem de
resposta maxima (A) e resposta contratil em mN de forca (B) em anéis de aorta isolada,
com endotélio preservado (c) e sem endotélio (s), de ratos apds seis semanas recebendo

dieta balanceada (N) ou hiperlipidica (H).
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Figura 10 — Curva concentragdo-efeito a insulina apresentada em porcentagem de resposta
maxima de relaxamento em anéis de aorta isolada, com endotélio preservado (c) e sem
endotélio (s), de ratos apds seis semanas recebendo dieta balanceada (N) ou hiperlipidica
(H). Os anéis foram pré-contraidos com noradrenalina antes do inicio das curvas de
relaxamento a insulina (Nor, 200 pL). Ao final do experimento foi administrada
concentracdo unica de acetilcolina (ACh, 1 uM) para verificar a auséncia ou presenca

endotélio.
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DISCUSSAO
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Os resultados apresentados neste trabalho demonstram algumas das mudancas
metabdlicas e estruturais que se efetivaram apds seis semanas de alimentacdo com uma
dieta hiperlipidica em ratos. Dentre elas, verificamos dislipidemia associada a
hiperinsulinemia, leve hipertensdo arterial e hipertrofia ventricular cardiaca. Com relagdo a
dislipidemia determinamos elevada concentracdo plasmatica de triglicerideos, colesterol
total, lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL). Entretanto, a concentracdo da fracdo lipoprotéica HDL (alta densidade) ndo se
alterou com a dieta enquanto 4cidos graxos livres também nao apresentaram diferenca
estatistica significativa. A presenca desta dislipidemia decorrente da dieta pode ter um
papel mais importante na indu¢do de outras alteragdes metabdlicas do que se tem proposto.

Por outro lado, a resisténcia a insulina e o diabetes sdo apontados como os
principais indutores de diversas doengas metabdlicas. Insulina apresenta um efeito
inibitério na liberagdo de 4acidos graxos pelo tecido adiposo e um efeito estimulatério no
catabolismo das micelas e da fracdio VLDL, além de favorecer o clearance da fracdo LDL
(DeFronzo & Ferrannini, 1991; Malminiemi et al., 1995). Contudo, no estado de resisténcia
a insulina estas a¢des se apresentam reduzidas e, conseqiientemente, a concentracao destes
lipidios no sangue se eleva, pois ocorre uma aceleracdo na sintese de VLDL, enquanto a
fracdlo HDL se apresenta inalterada ou mesmo reduzida, o que resulta em
hipertrigliceridemia e esteatose hepatica (Kusunoki et al., 2002), como também foi
observado nos ratos aqui estudados (Wolf-Nunes, 2004), além de resultar em acimulo de
triglicerideos no musculo esquelético.

Hiperlipidemia € encontrada em intimeras patologias como, por exemplo, doencas
dos sistemas enddcrino, hepdtico e renal (Mokler et al., 1985), em doengas cardiovasculares

(Grundy & Bearn, 1988; Danev et al., 1997), promovendo alteracdes na contratilidade
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cardiaca e na responsividade vascular (Mokler et al., 1985), além de estar entre os
principais fatores de risco em doencas vasculares, incluindo aterosclerose e hipertensdo (De
Las Heras et al., 2003). Diversos estudos epidemioldgicos e experimentais t€m confirmado
que dislipidemias primdrias (genéticas) e secunddrias (decorrentes de alteracdes hormonais
e/ou metabolicas resultantes de fatores ambientais) sdo altamente aterog€nicas € sdo 0S
principais fatores de risco no desenvolvimento de aterosclerose e doencas cardiacas (Lurie
et al., 1985; Grundy & Bearn, 1988; Marinetti, 1990; Rubattu et al., 1993; Wald & Law,
1995; Danev et al., 1997; Howard, 1999; Huang et al., 2004). Apesar de ndo termos
verificado a presenca de lesdes ateroscleréticas, foi verificada uma elevada aterogenicidade,
estipulada pelo indice aterogénico (Visavadiya & Narasimhacharya, 2006), o qual foi
significativamente maior no grupo alimentado com a dieta hiperlipidica comparado ao
grupo controle.

Em um estudo feito com humanos em 1998, Bonora et al. constataram que a
hipertrigliceridemia e a diminui¢do da HDL nunca ocorriam como desordens isoladas, e
sim como uma sindrome polimetabdlica. Logo, no conjunto, os resultados observados neste
estudo podem indicar a instalacdo de uma sindrome, conhecida como Sindrome X ou
Sindrome Plurimetabdlica, a qual € caracterizada por um conjunto de diversas patologias. A
estreita relac@o entre esta sindrome e resisténcia a insulina sugere ser este dltimo um dos
principais fatores conduzindo a sindrome (DeFronzo & Ferrannini, 1991; Haffner &
Miettinen, 1997), visto que resisténcia a insulina, associada a hiperinsulinemia, tem sido
associada ao desenvolvimento de patologias como dislipidemia, aterosclerose e hipertensiao
(Reaven, 1988, DeFronzo & Ferrannini, 1991; Osei, 1999; Raji et al., 2000). Entretanto,
apesar desta corrente indicando ser a resisténcia a insulina o fator causador, a fonte

geradora desta sindrome ainda ndo € conhecida ou comprovada, devido a sua
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complexidade, o que conduz a seguinte questdo: qual desordem realmente da inicio a
Sindrome X?

Neste trabalho ndés usamos uma dieta rica em gordura para desenvolver
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia em ratos. Contudo, os resultados mostraram um
aumento paralelo da glicemia juntamente com uma hiperinsulinemia, leve hipertensio
arterial e hipertrofia ventricular cardiaca no periodo relativamente curto da administracio
da dieta hiperlipidica, sugerindo que um desequilibrio lipidico poderia ser o fator
desencadeante de todo o processo que conduzird a uma resisténcia a insulina e,
possivelmente, a longo prazo, a Sindrome X. Por exemplo, Pan et al. (1997) propuseram
que o acumulo intracelular de triglicerideo poderia aumentar a producdo de glicose e,
conseqiientemente, interferir com a acao da insulina, de forma a reduzir a acdo da insulina
na musculatura (Boden, 1996; Bergman & Ader, 2000).

Ja& em 1978, Bernstein et al. sugeriam um mecanismo patogénico para o
desenvolvimento de hipertrigliceridemia, onde um estado de resisténcia a captacdo de
glicose conduziria a hiperinsulinemia que, por sua vez, aumentaria a producdo de
lipoproteinas de muito baixa densidade rica em triglicerideos (VLDL-TG), aumentando
assim a concentragcdo plasmadtica de triglicerideos. Como ja citado por Danev et al. (1997),
uma concentracdo aumentada de lipideos plasmaticos correlaciona-se significativamente
com um tonus simpdtico cronicamente aumentado, pois o sistema nervoso simpdtico é
responsivo a ingestdo alimentar (Kaufman ef al., 1991) e recentes evidéncias experimentais
indicam que sua atividade pode ser alterada pela dieta ou, mais especificamente, pela alta
concentracdo de macronutrientes como carboidratos e lipidios na corrente sanguinea, de

forma que situacdes de jejum tendem a suprimi-la, enquanto dietas ricas nestes
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macronutrientes tendem a aumenta-la (Crandall et al., 1983; DeFronzo & Ferrannini, 1991;
Kaufman, 1991).

Vérios dados na literatura apontam o fato de que a ingestdo de uma dieta
hiperlipidica afeta outros parametros fisiologicos, como indu¢do da ativacdo do eixo
sistema nervoso simpdatico-medula adrenal e também do eixo hipotdlamo-hipoéfise-cortex
adrenal causando, respectivamente, a elevacdo das concentracdes plasmaticas de
catecolaminas e de glicocorticéides. Catecolaminas que atuam como neurotransmissores
poderiam causar elevacdo adicional nas concentracdes de glicocorticdides, através de
adrenoceptores localizados no hipotdlamo, os quais estimulam a liberacdo de hormonio
liberador da corticotrofina (CRH). Este ultimo causa elevagdo das concentracdes
plasméticas ndo apenas de corticotrofina (ACTH) (Nomura et al., 1981; Al-Damluji, 1988),
como também das proprias catecolaminas (Brown & Fisher, 1984; 1985), as quais, em
conjunto, promovem alteracdes metabdlicas no sentido de causar mobilizagdo de substratos
energéticos a partir dos tecidos de armazenamento, como o hepdtico e o adiposo branco,
liberando-os para a circulagdo sangiiinea (Berne & Levy, 2000).

Isto afetaria significativamente o metabolismo de carboidratos, pois as
catecolaminas enddgenas, principalmente a adrenalina, estimulam a glicogendlise e a
gliconeogénese hepdticas (Himms-Hagen, 1967; Exton et al., 1972; Hue et al., 1978; Yorek
et al., 1980; Kneer & Lardy, 1983; Pilkis et al., 1988; Watt et al., 2001). Em tecido
pancredtico estas, através de adrenoceptores alfa, estimulam a liberacdo de glucagon pelas
células alfa das ilhotas de Langerhans, enquanto inibem a liberacdo de insulina pelas
células beta (Porte Jr., 1969; Porte Jr. & Robertson, 1973), sendo que os adrenoceptores
beta podem estimular a liberacdo de insulina pelas células beta-pancredticas (Yoshida,

1992; Atef et al., 1996). A corticosterona influencia o metabolismo de carboidratos por
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meio de sua ac@o permissiva aos efeitos glicogenoliticos e gliconeogénicos das
catecolaminas e do glucagon (Exton et al., 1972). Como resultado destes efeitos ocorre
aumento da glicemia (Verago et al., 2001; Retana-Marquez et al., 2003).

Se considerarmos a possibilidade de que nos ratos hiperlipidémicos ocorra uma
hiperatividade simpdtica esta condicdo poderia resultar em um significativo aumento da
glicemia de jejum, como verificado nos ensaios do ivGTT e do clamp quando analisamos a
glicemia pelo glicosimetro. Entretanto, quando amostras sanguineas de ratos
hiperlipidémicos foram analisadas com o kit enzimdtico ndo verificarmos este mesmo
resultado. Além disso, fatores que conduzem a esta glicemia de jejum elevada, como uma
captacdo reduzida da glicose, foram verificados em testes como o de tolerancia a glicose,
mas nenhuma diferenga estatistica foi observada. Srinivasan et al. (2005), utilizaram o
ensaio de ivGTT para determinar a sensibilidade a insulina e verificaram uma reducio
significativa da taxa de remocdo de glicose. Entretanto, estes autores utilizaram uma
porcentagem de gordura na dieta administrada aos animais muito superior a que noés
utilizamos (58% vs 25%).

Os valores médios da taxa de infusdo de glicose no clamp euglicémico-
hiperinsulinémico demonstraram valores significativamente mais elevados para o grupo
hiperlipidico, o que ndo estd de acordo com dados de literatura onde se observa resisténcia
a insulina (Kusunoki et al., 2002). Este resultado indica, por outro lado, que os ratos
alimentados com dieta hiperlipidica apresentam maior captacdo da glicose sanguinea, com
significancia estatistica observada na segunda hora do ensaio. Wolf-Nunes (2004) verificou
que adipdcitos isolados da regido epididimal de ratos submetidos a tratamento idéntico ao

utilizado neste trabalho ndo apresentava resisténcia a insulina.
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Farias-Silva et al. (2002) verificaram, em estudos de indug@o de estresse em ratos
por choque nas patas, que estes animais apresentavam hiperglicemia e hiperinsulinemia
apos trés sessdes de choque. Por outro lado, verificaram também que a secrecdo estética de
insulina pelas ilhotas pancredticas estimulada pela glicose ndo estava alterada pelo choque,
mas oOs animais apresentavam elevada concentragdo sérica de corticosterona.
Glicocorticéides e catecolaminas inibem a captagdo de glicose por tecidos periféricos, desta
forma conservando-a para eritrécitos e células nervosas. Assim, a elevada concentragdo
plasmadtica de glicose resistente a hiperinsulinemia observada neste trabalho, como aquela
observada em ratos submetidos a estresse, pode ser conseqiiéncia da alta concentragdo
destes hormonios do estresse, ao invés de resisténcia a insulina. Além disso, neste caso,
poderiamos pensar que a dieta hiperlipidica administrada aos animais seria uma fonte de

estresse, conduzindo a efeitos semelhantes aqueles verificados pelo choque nas patas.

o

Assim, nossos resultados demonstram que estes animais ndo sdo resistentes

o

insulina e, aparentemente, apresentam sensibilidade maior ao seu efeito de promover
captacdo de glicose. O fato destes ratos ndo apresentarem um estado de resisténcia a
insulina parece demonstrar uma condi¢do prévia a todos os sintomas da sindrome
metabdlica que se pretendeu induzir neste modelo animal. As variagdes na administracao
da dieta novamente devem ser consideradas, pois diferencas da porcentagem de lipidios
utilizados nos vdrios estudos e a questdo do prazo durante o qual a dieta foi administrada
nos remete a seguinte questdo: poderiam estes animais se tornar resistentes a insulina com a
continuidade da dieta?

Resisténcia a insulina pode promover diminuicdo do conteido de glicogénio no
musculo esquelético (Kusunoki et al., 2002). Sob condicdes experimentais de euglicemia e

hiperinsulinemia, como no ensaio de clamp euglicémico-hiperinsulinémico, o metabolismo
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nao-oxidativo da glicose refletiria primariamente a sintese de glicogénio no musculo
esquelético, com apenas pequena quantidade de glicose sendo convertida em lipidios e/ou
lactato. Um estado de resisténcia a insulina poderia promover uma diminui¢do do
metabolismo ndo-oxidativo da glicose estimulado pela insulina e, desta forma, uma menor
estocagem de glicose no musculo na forma de glicogénio seria verificada (Vestergaard et
al., 1995). Nossos resultados demonstram que ndo houve diferenca nos estoques de
glicogénio muscular entre os grupos estudados, exceto para o musculo gastrocnémio
branco, cuja concentracdo de glicogénio foi maior no grupo alimentado com dieta
hiperlipidica. Este efeito pode ser decorrente da maior adaptagdo deste tipo de musculo, de
fibras glicoliticas, a determinadas situagdes onde uma maior reserva energética se faz
necessdria, como ocorre em condi¢des de estresse cronico.

Resisténcia a insulina pode promover diminuicdo na atividade da glicogénio
sintetase, o que resulta em reducdo na sintese de glicogénio (Kusunoki et al., 2002). No
entanto, como relatado por Upton et al. (1998) que verificaram que a sintese de glicogénio
no figado ndo era afetada em ratos diabéticos Zucker, este efeito nem sempre foi
confirmado. Além disso, Kusunoki et al. (2002) também estudaram ratos alimentados por
10 semanas com dieta rica em lipideos, mas contendo 26,7% de O6leo de girassol, e
afirmaram haver uma relacdo inversa entre o conteido de glicogénio e de triglicerideo
hepdtico. Resultados anteriores obtidos em nosso laboratério com este modelo animal
utilizado em nossos estudos ja confirmaram a condi¢do de esteatose hepdtica nestes animais
(Miotto, 2001; Wolf-Nunes, 2004). No entanto, a resisténcia a insulina ndo ocorre nestes
animais e, apesar da condi¢do de esteatose hepdtica observada neste modelo, podemos
verificar que o conteddo de glicogénio hepético (e muscular) ndo se altera entre os grupos

estudados, apenas sdo depletados pelo jejum a que os animais foram submetidos (animais
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controle alimentados apresentam uma concentragdo de glicogénio hepatico de 4,16+0,38
mg/100mg). Logo, como seria mantida esta glicemia de jejum elevada nos ratos
alimentados com dieta hiperlipidica?

Uma possibilidade relaciona-se com a hipétese de Randle (1963), onde a elevada
concentracdo de dcidos graxos livres decorrente da dieta e, conseqiientemente, 0 aumento
de sua disponibilidade, os torna mais utilizados para processos metabdlicos oxidativos,
reduzindo a captacdo de glicose e sua utilizagdo no tecido muscular esquelético e no tecido
adiposo. Isto poderia, ainda, ocasionar o acumulo intramuscular de triglicerideos e o
aumento da producgdo de glicose, o que precederia as agdes periféricas da insulina (Boden,
1996; Pan et al., 1997; Bergman, 2000). Além disso, produtos derivados do tecido adiposo,
como leptina, PPARy, TNFo apresentam acOes fundamentais na regulacdo do
armazenamento dos substratos energéticos e na sua homeostasia. O aumento de PPARy
pode contribuir, por exemplo, para aumentar a expressdo de genes envolvidos no transporte
e na oxidacdo de dcidos graxos no musculo esquelético, podendo até ocasionar o actimulo
de lipidios no musculo, reduzindo sua capacidade oxidativa em sujeitos obesos e diabéticos
e afetar o metabolismo glicémico (Kawamura et al., 2004).

Outra possibilidade envolve a produgdo de lactato: animais alimentados com uma
dieta rica em gordura apresentam aumento da taxa de conversdo de glicose para lactato, o
qual seria reconvertido a glicose no figado pelo ciclo de Cori. Este efeito da dieta seria
rdpido (em torno de duas semanas) e estaria acompanhado por um estado de resisténcia
especifica em certos tecidos ou mesmo sist€mica a insulina (Digirolamo et al., 1992).
Entretanto, antes do quadro de resisténcia a insulina se fixar, poderia ser observada uma

elevacdo da glicemia e, em resposta, uma hiperinsulinemia.
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Sabe-se que o excesso de algum dos itens na suplementagdo alimentar,
principalmente com relagdo a glicose e a gordura, pode causar resisténcia a insulina nos
tecidos muscular e adiposo, bem como prejudicar a supressdao da producdo enddgena de
glicose. Modelos experimentais alimentados com dietas ricas em gordura mostraram
reducd@o na tolerancia a glicose, associada a um menor metabolismo basal da glicose e/ou
mediado pela insulina (Proietto et al., 1999). Além disso, diminui¢do na afinidade da
insulina a seu receptor e/ou do transporte de glicose sdo constantemente relacionados a
alteracOes da composicao de 4cidos graxos da membrana celular, sdo decorrentes de dieta
hiperlipidica e rica em gordura saturada, como a que constitui a dieta utilizada neste
experimento. Esta € considera mais deletéria com relagdo a resisténcia a insulina induzida
por gordura, quando comparada a dietas mono e poliinsaturada (Lichtenstein & Schwab,
2000). Além disso, o consumo excessivo de calorias e conseqiiente ganho de peso também
conduz ao quadro de resisténcia dos tecidos a acdo da insulina. No entanto, as células
pancredticas sdo capazes de aumentar sua atividade secretora quando a eficdcia na agdo
deste hormdnio diminui. O resultado é um estado metabdlico bem compensado, onde a
resisténcia a insulina é compensada pelo aumento de sua secrecdo causando
hiperinsulinemia. Com a continuidade deste estado de resisténcia a insulina, a excessiva
taxa de secrecdo de insulina ndo pode ser mantida e o individuo torna-se diabético, além de
estar sujeito as demais disfuncdes descritas acima (DeFronzo & Ferrannini, 1991). Assim,
podemos questionar: em que estdgio se encontram os animais deste estudo? Uma vez que
apresentam aumento significativo na glicemia de jejum, mas ndo apresentam alteracdes no
teste de tolerdncia a glicose ou no clamp euglicémico-hiperinsulinémico, e nem alteracdes

na resposta anti-lipolitica de adipdcitos a insulina.
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Outro aspecto importante estd relacionado ao sistema nervoso simpatico (SNS) que
também apresenta uma importante funcdo regulatéria do metabolismo metabdlico
favorecendo, por exemplo, a lipdlise, e simultaneamente sobre o sistema cardiovascular
promovendo, por exemplo, vasoconstricdo. Interessantemente, a insulina também pode
atuar sinergicamente relacionando a absor¢do dos nutrientes a atividade simpatica. Esta
relac@o entre insulina e atividade do sistema nervoso simpatico pode ocorrer pela agdo do
hormonio leptina, liberado pelos adipdcitos e que atua no sistema nervoso central
promovendo a sensacdo de saciedade. A insulina promove aumento da expressdo e da
secrecdo de leptina pelo tecido adiposo branco, a qual aumenta a atividade do sistema
nervoso simpdtico. Por uma alca de feedback negativo, as catecolaminas liberadas pela
ativagdo simpdtica inibem, via adrenoceptores B3, a expressdo do gene responsdvel pela
sintese deste hormonio pelas células adiposas (Nonogaki, 2000). Pode-se hipotetizar que,
devido a hiperlipidemia mantida, a insulina sinaliza constantemente a secrecdo de leptina
que, por sua vez, mantém o tonus simpdtico ativado, de forma a produzir efeitos tais como
maior mobilizacio das reservas energéticas, favorecendo a manuten¢do da hiperlipidemia e
da elevada glicemia, além da elevacdo da pressdo arterial, como verificado neste trabalho.

Ha também inimeras evidéncias de que a atividade do sistema nervoso simpatico
estd aumentada em uma fracdo de individuos com hipertensdo essencial (Kaufman et al.,
1991; Castellano & Bohm, 1997), e que ha também uma forte associacdo entre freqiiéncia
cardiaca e pressdo arterial. Elevada freqiiéncia cardiaca, como observado em nossos
resultados, € um dos indicadores da hiperatividade do SNS (Bgnaa & Arnesen, 1992;
Danev et al., 1997). Além disso, uma concentracdo aumentada de lipideos plasmaéticos

correlaciona-se significativamente com tonus simpdtico cronicamente aumentado (Danev et
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al., 1997), condicdo esta que poderia favorecer a manutencdo de um tdnus vasoconstritor
suficiente para gerar um estado hipertenso. Elevada freqii€éncia cardiaca € freqiientemente
observada em pessoas hipertensas as quais, muito freqiilentemente, possuem também
alteragdes na concentracdo plasmadtica de lipideos (Bgnna & Arnesen, 1992; Wannamethee
& Shaper, 1994; Ma et al., 1996; Danev et al., 1997). A resisténcia a insulina também
parece estar associada com hipertensdo essencial (Ferrannini et al., 1987) e com a chamada
Sindrome X cardioldgica, a qual se relaciona com uma menor resposta do fluxo
coronariano relacionado ao aumento da freqiiéncia de disparos do marcapasso atrial.
Pacientes acometidos com esta sindrome apresentam como sintomas isquemia induzida por
exercicios e angina microvascular, além de uma hiperinsulinemia que parece estar
intimamente envolvida na disfun¢do microvascular coronariana e na angina (Vestergaard et
al., 1995). Desta forma, a Sindrome X Cardioldgica relaciona-se com a Sindrome X
Metabdlica.

Gotoh et al. (1989) relatam ainda que a estimulacdo do sistema colinérgico central
aumenta tanto a atividade do sistema simpdtico quanto do parassimpatico, elevando as
concentracdes plasmadticas de catecolaminas e glucagon e de insulina, respectivamente. No
entanto, os efeitos da insulina sio mascarados pela acdo antagbnica das catecolaminas
(Nonogaki, 2000). Interessantemente, na condi¢do de resisténcia a insulina os terminais
nervosos simpdticos ndo sdo afetados, de forma que a ativagdo simpdtica sobre 0s vasos
sanguineos se mantém inalterada (Chi et al, 2000) e, consequentemente, o tonus contratil
dos vasos sanguineos se eleva.

De Las Heras et al. (2003), observaram que uma dieta hiperlipidica administrada em
coelhos promovia redu¢do no relaxamento induzido por acetilcolina em anéis de aorta.

Nossas andlises em anéis de aorta isolada, por outro lado, ndo apresentaram alteracdes da
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resposta a acetilcolina decorrentes da dieta hiperlipidica no prazo de seis semanas.
Entretanto, dois aspectos fundamentais podem estar determinando esta diferenca nestes
resultados: o prazo de administracdo de dieta para o desenvolvimento das alteracdes
funcionais e estruturais verificados por aqueles autores foi de 12-14 semanas, enquanto
nosso estudo durou apenas seis semanas; eles usaram coelhos como modelos experimentais,
que reconhecidamente apresentam maior predisposicdo aos efeitos de uma dieta
hiperlipidica e ao desenvolvimento da aterosclerose do que ratos. Por outro lado, mesmo a
diferenca nas concentracOes plasmdticas de &4cidos graxos ndo ser estatisticamente
significativa entre os ratos dos diferentes grupos, ndo podemos desconsiderar as possiveis
implicacOes dos resultados observados no grupo alimentado com dieta hiperlipidica. Estd
relatado na literatura que elevada exposicdo aos dcidos graxos promove lipotoxidade
endotelial, com aumento da sintese de diacilglicerol e ativac¢do de proteina quinase C (PKC)
no endotélio vascular, causando endotéliopatia ¢ aumento do risco vascular associado com
a sindrome de resisténcia a insulina. Interessantemente, isoformas da proteina quinase C
(PKC) também podem interferir na fosforilagdo do residuo de serina da via sinalizante da
insulina. Estimulacdo de a;-AR presentes em adipdcitos ativam a fosfolipase C-B e,
portanto, também elevam a concentracdo de célcio intracelular, o que pode reduzir a
eficiéncia do transporte de glicose mediado por insulina ao bloquear a desfosforilagcdo do
GLUT 4, conseqiientemente conduzindo a resisténcia a insulina (McCarty, 2004).
Evidéncias de que a hiperinsulinemia também pode preceder o desenvolvimento de
doenca vascular foram demonstrados em diversos estudos que abordam o desenvolvimento
de aterosclerose e hipertensdo em modelos experimentais (Lais & Brody, 1978; Hwang et
al., 1987). A estimulagdo do crescimento das células musculares lisas vasculares e sua

migracdo na parede do vaso sanguineo estdo estritamente associadas com a iniciac@o e
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progressao destas patologias, sendo favorecida quando a sintese de 6xido nitrico (NO) se
torna reduzida, condi¢do observada na resisténcia a insulina (Saward & Zahradka, 1996;
LaBelle & Tulenko, 2004; Gonzalez-Timén et al., 2004). Assim, insulina também pode
regular a resisténcia vascular periférica diretamente e/ou regular o sistema nervoso
simpdtico, ambos os efeitos resultando em importantes modificacdes no funcionamento
circulatorio, causando vasodilatagdo, por elevar a produgdo de 6xido nitrico (NO), diminuir
a vasoconstricio mediada pela adrenalina e potencializar a vasodilatagdo mediada pela
acetilcolina. Todas estas acOes parecem proteger contra o desenvolvimento de hipertensio
arterial. Mas, na condicio de resisténcia a insulina e hiperinsulinemia compensatdria estes
efeitos estariam reduzidos (Ferrannini et al., 1987; Bgnaa & Arnesen, 1992; Baron, 1996;
Steven et al., 1997; Fuenmayor et al., 1998; Chang et al., 1999; Osei, 1999; Raji et al.,
2000). No entanto, Kimura et al. (2002) demonstraram que insulina inibe a resposta
vasodilatadora a acetilcolina em arteriolas mesentéricas de ratos quando a sintese de NO ¢
interrompida ou quando sua sintese estd reduzida. Este efeito sugere um meio pelo qual
altas concentracdes plasmdticas de insulina, como ocorre em sindromes de
hiperinsulinemia, podem contribuir para a progressdo de doencas como hipertensdo e
arteriosclerose.

De Las Heras et al. (2003) acrescentam que também a hiperlipidemia pode conduzir
a efeitos como vasoconstricdo por elevar as concentracdes sanguineas de endotelina e
tromboxano A,, que sdo potentes fatores vasoconstritores que podem se opor aos efeitos do
NO. Uma correlacdo entre a concentragdo plasmdtica de triglicerideos e o nivel de
endotelina em pacientes com diabetes tipo 2 e dislipidemia ja foi relatada, como também ja
foi verificado um aumento da taxa de excrecio de TXA, em pacientes com

hipercolesterolemia. Neste mesmo sentido, outra possibilidade protetora contra o
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desenvolvimento de hipertensdo arterial pode estar ocorrendo: na curva concentracio-efeito
a noradrenalina pode-se observar que as curvas em anéis com endotélio ndo se apresentam
paralelas, o que pode indicar a presenca de dois subtipos de adrenoceptores alfa atuantes
neste tecido. Estes receptores estariam se opondo em seus efeitos, de forma que enquanto
um favoreceria a contracdo, outro promoveria a vasodilatacio. Como os anéis de aorta
isolados de ratos alimentados com dieta hiperlipidica apresentam uma tendéncia de resposta
contrétil menor quando comparado ao grupo alimentado com dieta padrao, é possivel que a
expressao de receptores envolvidos com vasodilatacdo esteja aumentada, o que indicaria
outro mecanismo adaptativo do organismo para evitar que o quadro hipertensivo se instale.
Entretanto, hd a necessidade de maior aprofundar estas investigacdes para certificarmos
esta hipotese.

Interessantemente, as curvas concentragdo-efeito a insulina apresentaram um efeito
vasodilatador significativamente mais pronunciado em anéis de aorta sem endotélio
(estatisticamente diferente em Ns vs Nc), o que descarta o mecanismo de vasodilatacdo da
insulina via NO e, mais importante, apresenta uma nova situagdo onde um relaxamento
mediado pela insulina ocorreria em vasos sanguineos que apresentam injuria endotelial,
indo de encontro ao trabalho de Kimura er al. (2002) citado acima que, no entanto,
utilizaram concentracdes de insulina significativamente menores em seus estudos. Isto
indica que o mecanismo relaxante dependente de NO ndo estd ativo e que outro
mecanismo, independente da via do NO pode estar envolvido nesta condi¢cdo. Esta
possibilidade existe, pois em condi¢des hipertensivas este mecanismo de vasodilatacdo via
NO ja estd atuando e representa um mecanismo adaptativo para abrandar o aumento da
pressao arterial. Além disso, se pensarmos que os principais vasos sangiiineos responsaveis

pelo controle hemodindmico sdo os de pequeno calibre, certamente os efeitos mais
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significativos da insulina como regulador do tonus deve ocorrer justamente nestes vasos, de
forma que outras investigacdes neste sistema vascular devem ser realizadas para
compreender melhor estes mecanismos. Kimura et al. (2002) acrescentam ainda que a
insulina apresenta efeito inibidor na producdo do EDHF (Fator Hiperpolarizante Derivado
de Endotélio), diminuindo assim o relaxamento mediado por este em pequenas artérias, mas
ndo em grandes artérias e que este efeito da insulina € especialmente eficaz em situacdes
onde a funcdo do NO se encontra reduzida.

Além disso, alteracdes na fungdo sistdlica e diastdlica também ja foram observadas
em coelhos com hipercolesterolemia induzida por dieta (Huang et al., 2004). Os autores
creditaram este efeito ao enriquecimento do sarcolema do midcito com colesterol, que
resulta em alteracOes na permeabilidade ao calcio e/ou alteracdes da atividade da SERCA-
2. Em nossos resultados, mostramos que ratos alimentados com dieta hiperlipidica também
apresentam significativas alteragdes na fungdo cardiovascular. A andlise da pressdo arterial
demonstrou uma leve elevacdo da pressdo arterial média, da sistdlica e da diastélica
comparada aos animais controle, além de significativo aumento da freqii€ncia cardiaca.

Assim, alteracdes na atividade do sistema nervoso simpatico, tendo como indicador
uma elevada freqiiéncia cardiaca ou elevada pressdo arterial, podem ser favordveis a
ocorréncia de arritmias com conseqiiente progressdo a fibrilacdo ventricular, uma causa
comum de morte cardiaca subita. Mecanismos adrenérgicos também podem influenciar o
metabolismo lipidico e energético, pois as catecolaminas sdo 0s mais importantes
hormdnios que estimulam agudamente a degradacdo dos estoques de triglicerideos a dcidos
graxos e glicerol (Bgnaa & Arnesen, 1992). A atividade nervosa simpética pode também
modular o metabolismo lipoprotéico. Elevada freqiiéncia cardiaca, refletindo aumentada

atividade nervosa simpética, pode desempenhar importante papel no desenvolvimento de
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aterosclerose via lipideos sangiiineos e pressdo arterial, contribuindo assim para o grande
numero de o6bitos relacionados a estes fatores (Rubattu er al.,, 1993; Wannamethee &
Shaper, 1994; Koskinen et al., 1995).

Resultados obtidos em estudos prévios realizados em nosso laboratério indicam que
houve diminui¢do na sensibilidade da resposta cronotrdpica ao isoproterenol, agonista nao-
seletivo de B;-AR e B,-AR e a noradrenalina, agonista seletivo ;-AR em éatrios direitos
deste modelo de ratos com hiperlipidemia induzida por dieta (Miotto, 2000). De fato, Rose
et al. (1996) estudando pacientes com faléncia cardiaca cronica ou com cardiomiopatia
hipertréfica verificaram uma ativacdo anormal do SNS. Estes pacientes mostraram também
uma reduzida densidade de beta adrenoceptores miocdrdicos, sugerindo que
downregulation destes receptores pode estar refletindo uma adaptacdo a concentracao
elevada de catecolaminas (Castellano & Bohm, 1997; Biinemann et al., 1999). Além disso,
varios modelos animais utilizados em estudos sobre hipertensdo desenvolvem hipertrofia
cardiaca (Pinto et al., 1998), fato também observado nos resultados deste nosso estudo.

A hipertrofia cardiaca observada em nossos resultados pode ser acompanhada de
alteracdes na populacdo de adrenoceptores dos cardiomidcitos. A subsensibilidade a
isoprenalina e a noradrenalina observada neste modelo experimental sugere que estes
apresentam alteracdo da resposta mediada pelo subtipo i, o qual é ativado por ambos os
agonistas estudados (Daaka et al., 1997). Sabe-se que o 3;-AR ativa uma via de sinalizagdo
intracelular que leva a apoptose dos cardiomidcitos. Assim, a diminui¢cdo da atividade do
Bi-AR teria um papel adaptativo, protegendo os cardiomidcitos deste efeito (Santos e

Spadari-Bratfisch, 2006).
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O sistema renina angiotensina também pode apresentar um significativo papel na
hipertrofia cardiaca. Angiotensina II pode ser fixar a seu receptor ATj, o qual é acoplado a
proteina G e predomina em tecidos de animais adultos (Ishiye et al., 1995). Em midcitos
cardiacos de ratos o receptor AT, estd presente na membrana plasmética, no sarcolema, nos
tubulos T e no nucleo, onde pode estimular uma via sinalizante do crescimento tecidual.
Entretanto, estudos com diabéticos e hipertensos indicam que a concentracdo intracelular de
angiotensina II se encontra elevada em cerca de 2 a 4 vezes. Interessantemente, Saward &
Zahradka (1996) estudando células musculares lisas vasculares A10 em cultura sugeriram
que insulina foi um componente indispensavel para a hipertrofia induzida por angiotensina
II.

Ishiye et al. (1995) indicam que angiotensina II endégena pode contribuir, via
receptores AT, ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca por sobrecarga de volume e que
endotelina-1 pode mediar alguns destes efeitos hipertréficos. Baker et al., (2004), por outro
lado, identificaram um novo mecanismo de hipertrofia cardiaca induzida por angiotensina
IT que ndo requer a interagdo deste hormdnio com seu receptor AT, presente na membrana
celular. Esta angiotensina II seria produzida intracelularmente e poderia estar, como alguns
outros hormonios e fatores de crescimento, associando-se coma cromatina e implicando na
modulacido direta da expressdo génica, ou poderia conduzir a um rapido aumento na
concentracdo de cdlcio intracelular, o que induziria a um crescimento celular, como
verificado em células musculares lisas vasculares ap6ds aplicagdo de angiotensina II.

Oxido nitrico também é efetivo em processos anti-hipertréficos e na inibi¢io da
remodelagem cardiaca (Liao et al., 2004). Insulina apresenta um importante papel na
liberacdo de NO pelos vasos sanguineos, e as alteragdes observadas para este hormonio

7z

podem influenciar tal efeito. Contudo, € mais provdvel que a elevada concentragdo
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plasmdtica de LDL observada nestes ratos alimentados com dieta hiperlipidica possa
produzir aumento do estresse oxidativo por meio da peroxidacdo lipidica, reduzindo a
concentracdo de NO disponivel para exercer estes efeitos (Raij et al., 1993; Holvoet et al.,
1998), além de aumentando a concentracdo de nitrito e nitrato. Esta condi¢cdo foi
comprovada por Choi (2004) que observou um aumento da concentracdo de nitrito e
nitrato, produtos da degradacdo do NO, em sujeitos com alta concentra¢do plasmatica de
lipidios. Adicionalmente, o fator de necrose tumoral a (TNFa), o qual € secretado pelo
tecido adiposo e estd intimamente relacionado a dislipidemia e a resisténcia a insulina,
também pode induzir hipertrofia concéntrica. TNF o € um adicional indutor de apoptose de
midcitos e, apesar de nds ndo termos verificado se ocorre apoptose nestes coracdes, esta
condicdo estd associada a diminuicdo progressiva da fun¢do ventricular e a injuria
miocardial, como multiplos focos de fibrose (Olivetti et al., 2000) em estdgios avancgados.
Atualmente, diversos estudos estdo tentando estabelecer um modelo experimental
semelhante a condicio humana e, embora existam numerosos modelos animais (tanto
espontaneos quanto induzidos) disponiveis para o estudo das patologias metabdlicas que
acometem os seres humanos, os padrdes de iniciacdo da doenga e seu desenvolvimento, na
maioria destes modelos, ndo sdo exatamente andlogos as condi¢des clinicas. Isto ocorre
porque ha uma enorme variedade de fatores envolvidos e as observacdes derivadas destes
modelos experimentais nem sempre sio satisfatoriamente estendidas a populacdo humana,
visto a enorme heterogeneidade desta ultima. Apesar disto, nds iniciamos este estudo com o
objetivo de desenvolver um modelo experimental que mimetizasse 0 mais exatamente
possivel a historia natural dos eventos de uma doenga, bem como suas caracteristicas

metabdlicas, no ser humano.
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Em suma, os dados aqui apresentados mostraram que, a partir da ingesta de uma
dieta hiperlipidica por seis semanas, diversas alteragdes funcionais e estruturais foram
induzidas, incluindo dislipidemia, a qual foi associada com hiperinsulinemia, hipertensio e
hipertrofia do ventriculo esquerdo. Apesar de algumas caracteristicas da sindrome
plurimetabdlica humana ndo estarem presentes neste modelo animal, as alteracOes descritas
acima nos levam a acreditar que um periodo maior de ingesta da dieta hiperlipidica, ou
mesmo um aumento nas propor¢des de lipidios da dieta, como verificado na literatura,
podem conduzir definitivamente a patologia. Entretanto, nesta fase, acreditamos que as
alteragdes observadas neste modelo podem caracterizar os pardmetros e alguns dos
mecanismos iniciadores da Sindrome X. O modelo de rato descrito neste trabalho € tnico,
tanto para o procedimento adotado para o desenvolvimento do préprio modelo, quanto para
os resultados atingidos, os quais acreditamos poderem ser ampliados se o estudo for
mantido por um prazo maior. Além disso, tal modelo pode ser bastante apropriado para o
esclarecimento dos mecanismos desta complexa condi¢do patogénica e para estudos
farmacol6gicos e nao-farmacoldgicos visando a sintese de medicamentos preventivos e

terapéuticos.
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CONCLUSAO
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Tendo em vista o modelo proposto para este projeto, podemos apontar trés possiveis

conclusoes.

O fator desencadeante de todo o processo foi a dieta hiperlipidica
administrada aos ratos durante seis semanas, a qual conduziu a um quadro com vdrias
alteracdes metabdlicas, como hiperlipidemia, elevada concentracdo plasmatica de glicose e

hiperinsulinemia.

A hiperinsulinemia decorrente da dieta hiperlipidica pode apresentar
importante papel, juntamente com a dislipidemia, na progressdo de condi¢des patologicas

como a hipertensao e a hipertrofia cardiaca observada nestes animais.

Os ratos tratados com a dieta hiperlipidica durante seis semanas
apresentaram modificacOes metabodlicas e cardiovasculares que indicam uma condigdo
semelhante aquela observada na Sindrome Metabdlica, sugerindo que este modelo

apresenta um estdgio inicial do processo patogénico.

Este protocolo experimental delineou um modelo experimental que permite
verificar o progresso de diversas doencas comuns na sociedade moderna decorrentes do
estilo de vida. Como conseqiiéncia, permite o estudo de terapias visando o tratamento e, a

prevencao destas doencgas.
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ABSTRACT

Several diseases, such as dislipidemia, hyperinsulinemia and type 2 diabetes mellitus,
hypertension, atherosclerosis, cardiovascular diseases, seem to be decurrent of the modern life style,
mainly verified in the rich occidental countries. These disorders incidence, before prevalent in the
elderly are more and more frequent and became now epidemic by affecting people of all ages. The
diet is a greater contributor for these abnormalities. In this study we fed rats with a high fat-
cholesterol diet (HFD) for six weeks to induce a hyperlipidaemia and develop a rat model that
replicate the natural history and metabolic characteristics of human disease. The results showed a
parallel development of hiperinsulinemia with euglicemic levels at fasting, mild hypertension and
ventricular cardiac hypertrophy after the time of diet administration. We conclude that there was
hazardous metabolic and cardiovascular alterations and all of them were triggered by a high fat-
cholesterol diet administered for rats in a very short time, which may characterize the begun of
plurimetabolic syndrome. Besides, this rat serves as an alternative model for this pathology, to

investigate it initiation and suitable for testing agents for the treatment.

Key words: hyperlipidaemia, hypertension, hyperinsulinemia, ventricular hypertrophy, rats
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1-INTRODUCTION

Several disorders associated with the insulin and lipid metabolism, such as hyperinsulinemia,
type 2 diabetes and dyslipidemias are characterized by high plasma concentrations of triglycerides

12341 " Obesity, atherosclerosis and

and LDL, associated with reduced concentrations of HDL [
hypertension when associated in a single patient consist of a clustering of metabolic risk factors
known as the Syndrome X or metabolic syndrome.

Those disorders seem to be decurrent of the modern occidental way of life. Some conditions
mainly verified in the occidental rich countries, as the social life style including a tendency to eat
high-fat foods, sedentarism and rush’s life contribute to the high incidence of those disease in people
of almost all ages, mainly active workers %7,

The source of this complex syndrome is not yet clear so that an important question that
remains is: what disorder trigger the syndrome X? A close relationship has been pointed out
between this syndrome, insulin resistance ™ and the diet 1, with the high fat diets leading to the
syndrome.

Although there exist a number of animal models (genetic-spontaneous as well as induce)
avaliable for the study of the severeal pathologies, the pattern of disease initiation and development
in most of them do not appear to be closely analogous to clinical situation in humans. Thus, we
initiate this study with the objective of developing a suitable rat model that would closely mimic the
natural history of the disease events as well as metabolic features as observed in human disease by
fed rats with a high-fat-cholesterol diet (HFD) during six weeks in order to analyze the

cardiovascular and metabolic profile of them and characterize the early stages of the metabolic

syndrome.



60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

71

78

79

80

81

82

83

2-METHODS

2.1-Animals. Male Wistar rats weighting 150 g at the beginning of the experiment were used. The
animals were maintained in a temperature-controlled room (22+2°C), on a 12 h light-dark cycle
(lights on at 6:30 a.m.). The experiments were performed in accordance with the principles for the
use of animals in research and education adopted by COBEA (Brazilian College for Animal
Experimentation) under number 226-1.

2.2-Treatments. The rats were fed ad libitum, for six weeks, either standard laboratory chow (4%
fat and 0% cholesterol; Labina-Purina, Brazil) characterizing the normolipidemic pellet diet group
(ND) or a high fat-cholesterol diet containing 15% cocoa butter fat, 1.25% cholesterol and 0.5%
cholic acid constituting the hyperlipidemic group (HFD) L],

2.3-Blood Vessel Catheterization. The rats were anesthetized with xylazine (50 mg/kg body
weight, i.m.) and ketamine hydrochloride (0.01 mg/kg body wt, i.m.), and the left carotid artery was
catheterized with a polyethylene tubing (PE 20), siliconized and filled with 5 mM sodium citrate.
This catheter was connected to a PE 50 tubing (25 cm long, filled with 0.9 % NaCl), exteriorized in
the dorsal interscapular region where it was fixed to the animal’s skin "', This method allowed the
collection of blood samples from unanaesthetized, undisturbed, freely moving rats. All the rats were
allowed 48 hours to recover of the surgery in individual cages before experiments were carried out.
2.4-Arterial Blood Pressure Monitoring. After the complete animal recovery of the surgery, the
catheterized rats were maintained conscious, unrestrained in its on cage, in a silent room. Blood
pressure was recorded on a beat-to-beat base and sampled at 1500 Hz using a pressure transducer
(Gould-Strain Gauge), connected to a preamplifier (General Purpose Amplifier, Stemtech Inc.)
attached to the intraarterial catheter. The measurements were acquired in a computer for posterior
analysis with WINDAQ-PRO Data Acquisition software (DI220 AT CODAS data acquisition

4
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system, DataQ Instruments Co). The systolic, diastolic, and mean arterial pressures (MAP), and the
heart rate (HR, peak-to-peak counting) in the basal condition were calculated using the software
Advanced CODAS.

2.5-Blood Samples. Blood samples were collected through the catheter after an overnight fasting.
Total cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides (TG) and glucose concentrations were determined
in the serum, colorimetrically, using commercial diagnostic kits (Laborlab; Barueri, SP, Brazil). An
indirect method was used to determine serum LDL- and VLDL- cholesterol '*. Free fatty acids
(FFA) were also colorimetrically determined in the serum using commercial diagnostic kits (Wako
Chemicals GmbH; Neuss, Germany). Insulin was measured by radioimmunoassay (RIA) as
previously described !"*). The atherogenic index (AI) is a measure to indicate the prone of the
organism to develop atherosclerosis and was determined as follows: [(total cholesterol — HDL) /
HDL].

2.6-Histological Analysis. The rats were weighted and then sacrificed. Samples of the cardiac tissue
were removed for histological analysis to verify the ventricular hypertrophy. The ventricle was
washed in physiological solution, weighted and immediately put in a bottle containing formaldeide.
The ventricle slices were dehydrated in alcohol with crescent concentrations (70% up to the
absolute), following the diafanization in xilol, Bouin immersion and inclusion in paraffin (58 -
60°C). The blocks were cut at 5 um of thickness and stained with Masson trichrome. The chamber
diameter, as well as the area and the ventricular wall thickness were determined with the software
Scion Image (NIH Image software). The extra cellular perivascular matrix was analyzed by scanning
microphotometry.

2.7-Statistical analysis. The results are presented as means = SEM and were compared using

Student’s ¢ test. Differences were considered significant at P < 0.05.
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3-RESULTS

Serum Lipid Parameters. The high fat-CHO diet feeding during six weeks significantly increased
the rats serum levels of total cholesterol, LDL-, VLDL-cholesterol and triglycerides (Table 1). No
significant difference was observed in the HDL-cholesterol serum levels. In addition, in the HFD
rats, the atherogenic index (AI) was higher than the ND rats (Table 1).

Insulin and Glucose Serum Levels. The glucose serum levels were not altered, whereas the insulin
plasma levels were significantly higher in HFD rats compared to rats fed a normolipidemic rats
(Table 2).

Arterial Blood Pressure and Heart Rate. The MAP, the systolic and diastolic blood pressure as
well as the heart rate were significantly higher in HFD rats compared to control rats (Table 3).
Histological Analysis. The body weight did not differ between groups, but mass of left ventricle
was significantly greater in the HFD rats. The ventricular mass index did not show this significance,
but it was observed for the left ventricle wall thickness (p<0.0001), internal diameter (p<<0.0001) and
the ratio between the wall thickness and internal diameter (p<0.0001). The left ventricle chamber
area, in contrast, did not show any modification (Table 4). The morphological alterations are shown
in the Figure 1. The row A shows representative images of whole-heart cross section at the half size
of the organ obtained by microscopic analysis and row B show the perivascular fibrosis (Masson

trichrome stain; scar = Spim; magnification 40x).
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4-DISCUSSION

Epidemiological and experimental studies have confirmed that primary (genetics) and
secondary (hormonal and/or metabolic alterations resulting from environmental factors)
dyslipidemia are highly atherogenic, and are major risk factors for atherosclerosis and coronary
artery disease '"*'>'%!"] This study was initiated with the objective of developing an ideal model for
plurimetabolic syndrome that would closely reflect the natural history and metabolic characteristics
of human disease. The results of th present study show that after six weeks of feeding with a high
fat-CHO diet, the rats presented dyslipidemia associated with hyperinsulinemia and mild
hypertension. The dyslipidemia was characterized by high serum levels of triglycerides, total
cholesterol, low-density lipoprotein (LDL) and very low-density lipoprotein (VLDL). We did not
verified the presence of atherosclerosis, but the atherogenicity, estipulated by atherogenic index, was
significantly higher in the HFD rats compared to control rats. The serum levels of high-density
lipoprotein (HDL) or FFA were not altered by the diet.

The high lipid levels may be a factor triggering other metabolic alterations. The glucose-fatty
acid or Randle’s cycle give evidence of that high levels of triglycerides due excess fat intake could
constitute a sourde of increased fatty acid availability, which is preferential for oxidation and reduce
the glucose uptake or utilizations in skeletal muscle leading to compensatory '™, Tt has also been

19]

proposed that the intracellular accumulation of triglycerides ') increase glucose production and

precedes the effect of high fat on peripheral insulin action 2°2'/,
The excess of nutrients supply, mostly glucose and fat, may cause insulin resistance in the
muscle and adipose tissue, as well as impaired suppression of endogenous glucose production.

Experimental animal models, fed with high fat diets showed impaired glucose tolerance, associated

with lower basal and insulin-stimulated glucose metabolism ™. The results presented here have

7
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shown that the HFD rats were hyperinsulinemic and euglycaemic, what probably indicates impaired
glucose tolerance. Impaired insulin binding and/or glucose transport have been related to changes in
the fatty acid composition of the cell plasma membrane induced by dietary fat. Saturated fat, that
was present in the high fat-CHO diet, appears to be more deleterious with respect to fat-induced
insulin insensitivity than monounsaturated and polyunsaturated fat . The 2-deoxi-glucose uptake
by adipocytes as well as the euglycemic-hyperinsulinemic clamp are being evaluated in our
laboratory to confirm this condition in this experimental model.

Rabbits presenting diet-induced hypercholesterolemia have impaired systolic and diastolic
function due to cholesterol enrichment of the cardiac sarcolemmal plasma membranes and
alterations in the calcium permeability and/or SERCA-2 activity '”). The HFD rats also showed
significantly higher heart rate and mean arterial blood pressure, with a mild but significant increase
of systolic and diastolic blood pressure compared to the control rats. Higher heart rate is an indicator

16,22]

of SNS overactivity | and it is accepted that the sympathetic nervous system (SNS) activity

(2123241 ‘The high plasma insulin levels being the link between

increases along with calories intake
the nutrients absorption and the sympathetic drive. The higher heart rate associated with
dyslipidemia play an important role in the genesis of pathological conditions such as hypertension
and atherosclerosis and might trigger adaptive processes. Indeed, Rose et al. ! studying patients
with chronic heart failure or hypertrophic cardiomyopathy have confirmed abnormal activation of
the SNS, along with reduced density of myocardial beta adrenoceptors (B-AR) %27, Besides, was
already propose the B,-AR mediated G-protein switching to active MAP kinase, which play an
importan role in the hypertrophy by induce protein synthesis **). Interestingly, in this rat model was

observed a subsensitivity to the chronotropic effect of [;-AR agonists in isolated atrium

(unpublished data).
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Insulin resistance and the accompanying hyperinsulinemia have also been reported to play an
important role in the pathophysiology of essential hypertension, dyslipidemia and arteriosclerosis
(1293031 Ypsulin has been suggested to regulate the peripheral vascular resistance inducing
vasoconstriction by activating the SNS. In the insulin resistance state the sympathetic nerve
terminals are not significantly affected so that the sympathetic stimulus is continuous 2!, On the

other hand, insulin enhances nitric oxide (NO) synthesis *-%

, reducing the adrenergic-mediated
vasoconstriction, and potentiating the acetylcholine-mediated vasodilation in limb vessels. These
actions appear to protect against the development of arterial hypertension. However, in the insulin

22,30,31,35

resistance condition, those insulin effects are impaired ! ] leading to atherosclerosis as well

as hypertension. Furthermore, stimulation of smooth muscle cell growth and migration within the

3637 \where

vessel wall is closely associated with the initiation and progression of those processes
the NO synthesis is reduced. Evidence that hyperinsulinemia may precede the development of
vascular disease has already been provided in several studies **. Moreover, high triacylglycerol and
cholesterol plasma levels have been associated with enhanced levels of endothelin and thromboxane
A,, potents vasoconstristor factors which can counteract the effect of NO P, However, we available
the adrenergic agonists in rings thoracic aorta of rats fed with hiperlipidic diet but did not found
alterations (data not shown).

Nitric oxide has been demonstrated to be effective in antihypertrophy and inhibiting cardiac
remodeling [**!. However, the high LDL plasma levels observed in the HFD rats could promote an
increase of oxidative stress through lipid peroxidation, reducing the NO availability “*'** and
increasing nitrite and nitrate concentration [*). Moreover, factors such as tumor necrosis factor a
(TNFa), which is secreted by the adipose tissue and it is a contributing factor in insulin resistance

and dyslipidemia *¥ is also an additional inducer of myocyte apoptosis. Despite we did not verify

apoptosis in these hearts, this condition is associated to the progressive decrease in the ventricular
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function or myocardial injury, such as the concentric hypertrophy due a pressure overload, here
demonstrated. The extra cellular perivascular matrix was analyzed by scanning microphotometry
and did not show differences between groups (data not shown), suggesting that the heart muscular
tissue is increase in the hiperlipidemic group promoting the concentric hypertrophy verified, which

43461 jnducting the growth of muscular tissue or, with

may be decurrent by hyperinsulinemia action
the hypertriglyceridemia, promoting a large impact on arterial stiffness and playing an important
role in the early pathophysiology of macrovascular disease, particularly hypertension and

30,47
3047 and consequent overload pressure, as observed.

atherosclerosis

Concluding, the data presented here show that a high fat diet intake for six weeks induced
dyslipidemia associated with hyperinsulinemia, hypertension and left ventricle hypertrophy. Those
alterations might characterize the trigger mechanisms of the Syndrome X and render this rat model
unique in so far as the approach adopted towards the development. So, based on the foregoing
observations, an appreciation of the current animal model can be as compared with the other
literature models which requires genetic manipulations or high dose of drug to induce the pathologic

condition. Also, this model is not expensive and might be useful to elucidate the mechanisms of this

complex pathologic condition and also suitable for pharmacological screening.

10
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Table

Table 1 — Total cholesterol (TC), HDL-, LDL-, VLDL-cholesterol, triglycerides (TG) and free fat

acids (FFA) serum levels and atherogenic index (Al) of ND- and HFD rats.

TC HDL LDL VLDL TG FFA
Diet Al
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mmol/l)

ND

36.214.2 5.2%1.2 24.2+5.5 6.7£0.8 20.9+1.2  0.65£0.06  7.1£1.8
(C))
HFD

95.7£9.5%* 6.610.4 83.249.4*  10.5+0.5* 51.3x1.7* 1.02+0.14 15.3%£1.3*
(©))

Blood samples were taken after 16 h fast from conscious unrestraint rats. Atherogenic index = [(total
cholesterol — HDL)/HDL]. The data are presented as means = SEM. The number of rats is given

between parentheses. * means significantly different from standard group; (P<0.05; Student’s ¢ test).



Table 2 — Glucose serum levels and insulin plasma levels of ND- and HFD rats.

Glucose Insulin
Diet
(mg/dl) (ng/ml)
ND
112.9+11.9  0.7510.02
4)
HFD
110.524.9  1.30%0.12*
)]

Blood samples were taken after 16 h fast from conscious unrestraint rats. The data are presented as
means £ SEM. The number of rats is given between parentheses. * means significantly different

from standard group; (P<0.05; Student’s ¢ test).



Table 3 — Mean arterial blood pressure (MAP), systolic pressure (SP), diastolic pressure (DP) and

heart rate (HR) of conscious of ND- and HFD rats.

MAP SP DP HR
Diet
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (bat/min)
ND
1052 12012 91%1 34617
3)
HFD
112£1* 130£1* 98+2* 368+4*
“4)

The data are means £ SEM. The number of rats is given between parentheses. * means significantly

different from standard group; (P<0.05; Student’s ¢ test).



Table 4 — Body weight (BW), left ventricle mass (VM), ventricular mass index (VMI), left ventricle
wall thickness (WT), internal diameter (ID), the ratio of wall thickness and internal diameter of left

ventricle (WT / ID) and chamber area (A) of ND- and HFD rats.

BW VM VMI WT ID WT/ID A

Diet
(2 (mg) (mg/g) (mm) (mm) (mm)

ND
290.5+14.0 528.9+18.6 1.84+0.25 11.5+0.12 28.840.2 0.40+0.004 218.1+4.4

4

HFD
307.843.8  653.8428.2*% 2.13+0.10 15.140.51* 20.6+0.3* 0.64+0.010*% 220.1+4.7

4

The data are presented as means + SEM. Mass ventricular index = ventricle weight/ body weight.
The number of rats used is given in parentheses. * means significantly different from standard

group; (P<0.05; Student’s ¢ test).



Figure

Figure 1 - Representative pictures of cardiac histology of rats treated during six weeks with standart
(normolipidemic-N) or high fat-CHO (hyperlipidemic-H) diet. Tissues were stained with Masson
trichrome. Row A, whole-heart cross section at the half size of organ. Left ventricle wall thickness
was markedly increased in HFD rats. Row B show the perivascular fibrosis (scar = Sum;

magnification 40x).
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Sensitivity to beta-adrenoceptor agonists of adipocytes from
rats tfreated with an aqueous extract of Croton cajucara Benth.

Grassi-Kassisse DM, Wolf-Nunes V, Miotto AM, Farias-Silva E, Souza
Brito AR, Nunes DS, Spadari-Bratfisch RC.

Departamento de Fisiologia e Biofisica, Instituto de Biologia, Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), CP 6109, CEP 13083-970, Campinas,
SP, Brasil. doramgk@unicamp.br

Aqueous extracts of Croton cajucara bark are used in folk medicine to treat
hepatic and gastrointestinal disorders and as a coadjuvant in weight-loss
programs. We examined the effect of treating rats for 15 days with a 5%
aqueous extract of C. cajucara on body weight and food intake. The
epididymal adipose pads were removed and the lipolytic responses of
isolated adipocytes to isoprenaline, noradrenaline (norepinephrine),
BRL37344 and adrenaline (epinephrine) were analysed in the absence or
presence of metoprolol or ICI118,551. Treated rats had a significantly lower
weight gain than control rats, with no difference in food and liquid intake,
epididymal fat-pad weight or basal glycerol release. The sensitivity of the
lipolytic response to isoprenaline and adrenaline was significantly higher in
adipocytes from treated rats. The sensitivity to noradrenaline or BRL37344
was unaltered. Metoprolol shifted the dose-response curves to noradrenaline
to the right in adipocytes from control and treated rats; the dose-response
curve to isoprenaline in adipocytes from control rats was also shifted to the
right. In adipocytes from treated rats, the dose-response curve to
isoprenaline was unaltered by metoprolol but was shifted to the right by
ICI118,551, a beta(2)-adrenoceptor antagonist. We conclude that in
adipocytes from treated rats there is an increase in the lipolytic response to
non-selective agonists (isoprenaline and adrenaline) mediated by beta(2)-
adrenoceptors, with no alteration in the responses mediated by beta(1)-
adrenoceptors (noradrenaline) or beta(3 )-adrenoceptors (BRL37344). This
effect could increase the role of adrenaline as an endogenous stimulator of
lipolysis.
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The [Ru(Hedta)NO](0.1-) system: structure, chemical reactivity
and biological assays.

Zanichelli PG, Miotto AM, Estrela HF, Seares FR, Grassi-Kassisse DM,
Spadari-Bratfisch RC, Castellano EE, Roncaroli F, Parise AR, Olabe

JA, de Brito AR, France DW.

Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Av.
Trabalhador Sao Carlense, CEP: 13560-970, Sao Carlos, SP, Brazil.

The [Ru(II)}(Hedta)NO(+)] complex is a diamagnetic species crystallizing in
a distorted octahedral geometry, with the Ru-N(O) length 1.756(4) A and
the RuNO angle 172.3(4) degrees . The complex contains one protonated
carboxylate (pK(a)=2.7+/-0.1). The [Ru(II)(Hedta)NO(+)] complex
undergoes a nitrosyl-centered one-electron reduction (chemical or
electrochemical), with E(NO+/NO)=-0.31 V vs SCE (I=0.2 M, pH 1),
yielding [Ru(II)(Hedta)NO](-), which aquates slowly: k(-NO)=2.1+/-0.4x10
(-3) s(-1) (pH 1.0, I=0.2 M, CF(3)COOH/NaCF(3)COO0, 25 degrees C). At
pHs>12, the predominant species, [Ru(IT)(edta)NO](-), reacts according to
[Ru(IT)(edta)NO](-y+20H(-)—>[Ru(II)(edta)NO(2)](3-), with K(eq)=1.0+/-
0.4 x 10(3) M(-2) (I=1.0 M, NaCl; T=25.0+/-0.1 degrees C). The rate-law is
first order in each of the reactants for most reaction conditions, with k(OH(-
))=4.35+/-0.02 M(-1)s(-1) (25.0 degrees (), assignable mechanistically to
the elementary step comprising the attack of one OH(-) on [Ru(II)(edta)NO]
(-), with subsequent fast deprotonation of the [Ru(II)(edta)NO(2)H](2-)
intermediate. The activation parameters were DeltaH(#)=60+/-1 kJ/mol,
DeltaS(#)=-3 1+/-3 J/Kmol, consistent with a nucleophilic addition process
between likely charged ions. In the toxicity up-and-down tests performed
with Swiss mice, no death was observed in all the doses administered (3-
9.08 x 10(-5) mol/kg). The biodistribution tests performed with Wistar male
rats showed metal in the liver, kidney, urine and plasma. Eight hours after
the injection no metal was detected in the samples. The vasodilator effect of
[Ru(IT)(edta)NO](-) was studied in aortic rings without endothelium, and
was compared with sodium nitroprusside (SNP). The times of maximal
effects of [Ru(IT)(edta)NO](-) and SNP were 2 h and 12 min, respectively,
suggesting that [Ru(II)(edta)NO](-) releases NO slowly to the medium in
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