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RESUMO

INTRODUCAO: Alteracdes musculares foram verificadas em estudos clinicos e
experimentais sobre obesidade. Ha evidéncia que a angiotensina Il (Angll) esta
aumentada sistemicamente na obesidade, porém o seu papel na modulacdo de
modificagcdes musculares na obesidade ainda néo foi elucidado. OBJETIVO: Avaliar
a influéncia do bloqueio do receptor de angiotensina Il sobre vias sinalizadoras
envolvidas na modulacdo do fendtipo muscular em ratos submetidos a dieta
hiperlipidica. MATERIAIS E METODOS: Ratos Wistar machos (n=48, 30 dias de
idade) foram distribuidos em dois grupos: C e DH. O grupo controle (C) foi tratado
com dieta normocalérica e os animais do grupo DH com dieta hiperlipidica. O
periodo experimental teve duracdo de 20 semanas. Na 162 semana, cada grupo foi
subdividido: C e C+Los; DH e DH+Los. Os grupos C e DH continuaram recebendo
as respectivas dietas durante mais quatro semanas. Os grupos C+Los e DH+Los,
além do suporte nutricional, foram tratados com losartan (30 mg/kg/dia). Foram
realizadas as seguintes analises dos musculos soOleo e gastrocnémio (porcao
branca): mensuracdo da area seccional transversa das fibras musculares,
quantificacdo da fracdo intersticial de colageno, avaliacdo da expressdo proteica do
receptor AT1 e de JNK. RESULTADOS: Os animais alimentados com dieta
hiperlipidica apresentaram aumento da area seccional transversa das fibras do
musculo gastrocnémio, associado a diminuicdo da ativacdo da JNK e aumento na
expressao dos receptores AT1. O losartan reduziu a expressao de AT1 nos musculo
séleo e gastrocnémio e reduziu a fracdo intersticial de coldgeno no musculo s6leo no
grupo alimentado com dieta hiperlipidica. CONCLUSOES: O consumo de dieta
hiperlipidica estd associado com alteracbes morfolégicas e moleculares na
musculatura esquelética, porém de forma diferenciada em muasculos com
predominéancia de fibras lentas ou de fibras rapidas. Ademais, essas alteracdes sao
parcialmente moduladas pela angiotensina Il.

Palavras-chave: obesidade, musculo esquelético, angiotensina Il
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Skeletal muscle changes have been described in clinical and
experimental studies about obesity. Angiotensin Il (Angll) concentration is
systematically elevated in obesity condition. However, the role of Angll in modulating
muscle alterations during obesity is not clear. OBJECTIVE: This study aimed to
evaluate the influence of the angiotensin Il receptor blockade on signaling pathways
and muscle phenotype in rats with high fat diet-induced obesity. MATERIALS AND
METHOD: Male Wistar rats (n = 48, 30 days of age) were divided into two groups: C
and HD. The control group (C) was treated with normocaloric diet, and the animals
from HD group were fed with high-fat diet. The experimental period lasted for 20
weeks. After 16 weeks, each group was divided into two: C and C + Los; HD and HD
+ Los. The C and HD groups continued to receive their respective diets for four
weeks. In addition of nutritional support, the C + Los and DH + Los groups were
treated with losartan (30 mg/kg/day). Cross sectional fiber area, collagen interstitial
fraction, and AT1 receptor and JNK protein expression were analyzed in soleus and
gastrocnemius (white portion) muscles. RESULTS: HD and HD + Los groups
showed higher fiber cross sectional area in gastrochnemius muscle in association to
reduced JNK activation and increased AT1 receptor protein expression. Treatment
with losartan reduced AT1 expression in both soleus and gastrocnemius muscle, and
diminished collagen interstitial fraction in soleus muscle in DH + Los group.
CONCLUSIONS: High-fat diet promotes differential morphological and molecular
alterations in fast- and slow-twitch muscles. Moreover, these changes are partially
modulated by angiotensin II.

Keywords: obesity, skeletal muscle, angiotensin Il
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INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos, a obesidade tem se tornado um importante
problema de salde publica, sendo responsavel por aproximadamente 2,8 milhdes de
mortes por ano no mundo *. Em 2014, segundo a Organizacdo Mundial da Saude 2,
havia 600 milhdes de obesos no mundo, indice que teve um crescimento de 100%
desde a década de 80. No Brasil, segundo dados da Vigilancia de Fatores de Risco
para Doencgas Cronicas por Inquérito por Telefone do Ministério da Satde 2, estimou-
se que 17,9% da populacéo apresentavam-se obesos no ano de 2013.

A obesidade é uma doenca cronica de origem multifatorial * caracterizada
pela quantidade excessiva de gordura no organismo °. Além disso, é considerada
fator de risco evitavel para o crescente indice de morbimortalidade no mundo e esta
intimamente relacionada ao desenvolvimento de doencas -cardiovasculares e
acidente vascular encefélico, diabetes, disfuncdes musculoesqueléticas e cancer >°.

No que se refere ao sistema musculoesquelético, estudos clinicos mostram
que individuos obesos podem apresentar alteracdes funcionais, morfologicas e

bioquimicas nas fibras musculares esqueléticas’*.

Dentre estas alteracoes,
podemos destacar reducdo de forca e resisténcia muscular e da capacidade
funcional”; maior depésito de goticulas de lipidio nas fibras musculares® e prejuizo
da capacidade oxidativa.

Em estudos experimentais sobre a obesidade, tanto em modelos genéticos
1518 quanto em modelos de obesidade induzida por dieta 1"*8, diversas alteraces no
tecido muscular esquelético também tém sido identificadas, como reducdo na
proporcao das fibras do tipo | e da expresséo da isoforma tipo | da cadeia pesada de
miosina®®, apoptose e atrofia de fibras !’ e reducdo do metabolismo oxidativo 2.

Diversos fatores podem modular o feno6tipo muscular, dentre 0s quais a
ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona *°. A angiotensina Il (Angll) é o
principal efetor do sistema renina-angiotensina-aldosterona e desempenha mdltiplas
funcdes fisioldgicas °. A Angll desempenha suas funcées por intermédio de dois
tipos de receptores, tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2), embora a maioria dessas funcdes
seja mediada pelo AT1 2. No que se refere ao tecido muscular esquelético, estudos
afirmam que a Angll pode produzir efeitos deletérios, como aumento na degradacao

de proteinas, apoptose %%, atrofia # e fibrose .
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Entre as vias moleculares pelas quais a Angll pode promover alteracbes na
musculatura esquelética, destaca-se a via das proteinas quinases ativadas por
mitégeno (MAPK) 2>?°. As MAPK incluem quatro subfamilias, das quais trés ja estdo
bem caracterizadas: ERKs, JNKs e p38-MAPK. As ERKs estdo envolvidas,
principalmente, em processos anabolicos, como divisdo celular, crescimento e
diferenciagdo, enquanto as JNKs e p38-MAPK estdo mais associadas com
respostas celulares a diversos tipos de estresse *"%,

Ha substancial evidéncia que o0s componentes do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, incluindo a angiotensina Il, estdo aumentados

29

sistemicamente na obesidade Farmacos bloqueadores dos receptores de

angiotensina tém sido amplamente utilizados no estudo do sistema-renina-
angiotensina-aldosterona em diversos tecidos, inclusive no masculo esquelético 332,
Camundongos alimentados com dieta rica em gordura e submetidos ao tratamento
com bloqueador de receptor de Angll apresentaram melhora da capacidade para
realizacdo de exercicios fisicos associada a melhora da funcdo mitocondrial e
diminuicdo do estresse oxidativo no misculo esquelético *.

Entretanto, o papel da angiotensina Il e as vias de sinalizacdo pelas quais ela
pode modular o fenétipo muscular na obesidade ainda ndo foram totalmente
elucidados. Diante do exposto, levantamos a hipdtese que, em ratos obesos, a
angiotensina Il modula a expressédo das MAPK e promove alteracdes fenotipicas na

musculatura esquelética.
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REVISAO DE LITERATURA

Dados epidemioldgicos sobre obesidade

A obesidade € uma doenca crbnica caracterizada pela quantidade excessiva
de gordura no organismo °. Tem origem multifatorial, causada pela interacdo de
fatores genéticos, metabdlicos, sociais, comportamentais e culturais *. Esta
associada ao crescente indice de morbimortalidade no mundo °, sendo considerada
uma epidemia global que atinge paises desenvolvidos e subdesenvolvidos e
abrange todas as faixas etarias . Segundo a Organizacdo Mundial da Saude 2, em
2014, a estimativa foi de 600 milhdes de obesos no mundo, dobro do indice desde a
década de 80.

No Brasil, em 2013, segundo dados da Vigilancia de Fatores de Risco para
Doengas Cronicas por Inquérito por Telefone do Ministério da Satde °, estimou-se
que 17,9% da populacdo apresentavam-se obesos, demonstrando um aumento
significativo desde 2006, ano em que a obesidade acometia 11,9% dos brasileiros.
Esse crescimento é preocupante, pois a obesidade esta intimamente relacionada ao
desenvolvimento de  doencas  cardiovasculares, diabetes, disfuncdes
musculoesqueléticas e cancer, as quais sdo as principais causas de gastos em
saude, incapacidade e morte no mundo °. Ademais, no Brasil, essas doencas

cronicas sdo responsaveis por 72% dos 6bitos 3.

Alterac6es Musculares na Obesidade

O tecido muscular esquelético compreende de 40 a 50% da massa corporal
de um individuo e constitui elemento essencial para o0 movimento e desempenho de
atividades funcionais *.

Estudos clinicos mostram que individuos obesos podem apresentar reducao
de forca e resisténcia muscular e diminuicdo da capacidade para realizagdo de

33

esforgcos submaximos e de alta intensidade °°, além de alteragbes na mecéanica

respiratéria 3*, com possivel impacto negativo sobre a aptidéo para realizacdo de

91011 o exercicio fisico 2.

atividades de vida diaria Além disso, exigéncias
biomecanicas anormais impostas pelo excesso de peso aos movimentos corporais
associadas a for¢ca muscular reduzida podem gerar fadiga precoce e aumentar o

risco para disfuncdes do sistema musculoesquelético *°.
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Além das alteracdes funcionais, também foram descritas alteracfes
morfolégicas e bioguimicas em pessoas obesas. Por meio de bidpsia e andlise

1. observaram maior

histoquimica do musculo vasto lateral, Goodpaster e co
depdsito de goticulas de lipidio nas fibras musculares esqueléticas de sujeitos
obesos quando comparados a pessoas magras. Ademais, outros autores
observaram importantes mudancas no metabolismo intracelular das fibras
musculares de sujeitos obesos, com reducdo da eficiéncia de mitocondrias
subsarcolemais e prejuizo da capacidade oxidativa **.

Alteracbes musculares também tém sido verificadas em estudos

15,16

experimentais sobre obesidade, tanto em modelos genéticos guanto em

°> observaram

modelos de obesidade induzida por dieta "*®%. Conturier et al. *
reducdo na proporcao das fibras do tipo | e da expressdo da isoforma tipo | da
cadeia pesada de miosina no musculo reto femoral em ratos Zucker obesos, animais
que apresentam predisposicdo genética a obesidade, decorrente de mutacdo no

37 Em outro modelo

gene do receptor de leptina e consequente hiperfagia
experimental, ratos da linhagem Otsuka, geneticamente predispostos a diabetes do
tipo Il e obesidade, também apresentaram menor porcentagem de fibras do tipo | e
IIA em comparacdo com animais ndo obesos e nao diabéticos *°.

Diversos modelos experimentais de obesidade induzida por dieta (obesidade
exdgena) também tém sido amplamente estudados, uma vez que se assemelham a

condicdo de obesidade em humanos. Sishi et al. *’

verificaram que ratos submetidos
a dieta hipercalérica do tipo ocidental (com sobrecarga de lipideos e carboidratos)
por 16 semanas apresentaram ativacdo inflamatéria associada a apoptose e atrofia
de fibras musculares. Em estudo conduzido por Wessels et al. *®, a administracéo de
dieta hiperlipidica (com sobrecarga de acidos graxos saturados) por quinze semanas
promoveu efeito deletério na eficiéncia energética mitocondrial in vivo, provocando
reducdo da capacidade de oxidacdo de acidos graxos. Em outro trabalho, foram
utilizadas dietas enriquecidas com 6leo de peixe, 6leo de soja ou banha *®. Ratos
gue ingeriram dieta rica em banha por quatro semanas apresentaram menor
ativacdo do metabolismo oxidativo muscular quando comparados aos animais que
receberam dieta rica em 6leo de peixe pelo mesmo periodo . Lionetti et al. *®
também utilizaram 6leo de peixe como fonte de gorduras insaturadas e a banha

como fonte de gordura saturada. Estes autores verificaram que apenas a dieta rica
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em gordura saturada provocou aumento de marcadores inflamatdrios e aumento do

depdsito de lipidios no musculo gastrocnémio de ratos.

Obesidade, Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona e Angiotensina ll
O acumulo anormal de gordura € ocasionado por desequilibrio entre ingestédo

calérica e gasto energético 2

, proporcionando aumento do tecido adiposo no
organismo. Este acumulo ocorre por meio do aumento da armazenagem de lipidios
nos adipécitos ou do numero de adipécitos, os quais sdo originados a partir de pré-
adipdcitos existentes, prontos para diferenciagdo quando um sinal apropriado é
dado®**°. Além dos adipécitos e pré-adipdcitos, também estdo presentes no tecido
adiposo fibroblastos, células endoteliais, leucdcitos, mondcitos e macrofagos
residentes *,

Outrora, muito se pensava que o tecido adiposo apenas realizava o
armazenamento energético no organismo. Entretanto, atualmente, estudos afirmam
gue o tecido adiposo ndo € apenas um tecido inerte com a finalidade de estoque de
energia, mas também é descrito como tecido complexo, essencial, metabdlico e com

funces enddcrinas %% produzindo diversas substancias, entre elas a

angiotensina Il *°.

A angiotensina Il (Angll) é o principal efetor do sistema renina-angiotensina-
aldosterona e desempenha multiplas funcdes fisioldgicas, incluindo regulacdo da
pressdo arterial, por meio de varios efeitos no sistema nervoso central, glandula

20

adrenal, vasos e rins Estudos afirmam que o sistema renina-angiotensina-

aldosterona (SRAA) estd aumentado em niveis sistémicos na obesidade 2°.
Considerando que o tecido adiposo desempenha funcdes autécrinas e paracrinas, a
producdo local de angiotensina aumentada na obesidade contribui para o0 aumento

da ativacdo do SRAA em niveis sistémicos “°.

Além disso, em estudo com
camundongos obesos, Yasue e col. * observaram que estes animais apresentaram
excesso de tecido adiposo e concentracdo plasmatica elevada dos componentes do
SRAA, acompanhados de consequéncias sistémicas, como a hipertensao arterial.

A Ang Il é formada a partir do angiotensinogénio e angiotensina I, via renina e

enzima conversora de angiotensina (ECA) 2°.

O angiotensinogénio (AGT) é
produzido, em sua maior parte, pelo figado e logo apos € liberado na circulagéo

sanguinea. Subsequentemente, o AGT é convertido em angiotensina |, por meio da
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acao da renina (produzida pela juncéo justaglomerular). A ECA entdo converte a
angiotensina | em angiotensina Il . Ademais, outros tecidos demonstram producéo
local de angiotensina Il, tais como os tecidos renal, hepatico, cardiaco, adiposo,
sanguineo e muscular esquelético **°°.

A Angll desempenha suas fun¢des por intermédio de dois tipos de receptores,
tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2), embora a maioria dessas funcdes seja mediada pelo AT1
2L Por meio do acoplamento com esses receptores, a angiotensina Il envia
sinalizacbes para diferenciacdo, proliferacdo, sinalizacdo molecular, processos

inflamatdrios e estresse oxidativo “8°*.

Angiotensina Il e musculo esquelético

A regulacdo do tecido muscular esquelético é regida por um processo
balanceado e dinamico de reacdes anabdlicas e catabdlicas de proteinas 2. Em
determinadas condicdes patoldgicas, esse equilibrio entre a sintese e a quebra de
proteinas pode ser afetado, repercutindo em desequilibrio na manutencéo do tecido,
gerando perda progressiva de massa muscular e forca, fenbmeno denominado
atrofia °>*°,
Em alguns estados patoldgicos associados a perda de massa muscular, como

insuficiéncia cardiaca congestiva, cancer >+>>°° 22,5637

e doenca renal crbnica , ocorre
ativacdo classica do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) 8. A ativacao
classica desse sistema tem sido relacionada, principalmente, ao aumento nos niveis
de angiotensina Il, com atrofia do musculo esquelético. Estudos relatam que a
angiotensina Il pode provocar miopatia esquelética por meio da geracao de espécies
reativas de oxigénio, degradacao proteica e apoptose ***%°. Em ratos, foi verificado
gue a angiotensina Il estimula a protedlise muscular esquelética por meio da

ativacdo de dois principais mecanismos 2%

, caspase-3 e 0 sistema ubiquitina-
proteossoma, sinalizadores moleculares de degradacédo proteica e consequente
atrofia muscular.

A Angll também pode modular as proteinas quinases ativadas por mitdgeno
(MAPK). As MAPK incluem quatro subfamilias, das quais trés ja estdo bem
caracterizadas: ERK, JNK e p-38 °2%3%* No musculo esquelético, estudos relatam
gue as ERKs estdo envolvidas com a expressdo de genes que desencadeiam a

sintese proteica %, sugerindo que sua sinalizacao estimula processo de hipertrofia
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no tecido °. Por outro lado, a inibicdo da ERK diminui o tamanho do miotubo,
aumenta a degradacdo de proteinas e reduz a expressao de proteinas especificas
de fibras réapidas, induzindo fenétipo de fibra muscular lenta ®’. Em contraste, a
ativacdo da p38-MAPK e da JNK °8 esta mais associada com respostas celulares a

2128 induzindo atrofia ®® e desencadeando efeitos pro-

diversos tipos de estresse
fibréticos no masculo esquelético 2.

Além disso, também por meio da ativacdo do receptor AT1, Ang Il € um
potente indutor da expressdo de proteinas da matriz extracelular, tais como
fibronectina, colageno, TGF-B (fator de crescimento transformador-beta) e CTGF
(fator de crescimento do tecido conjuntivo) >*. Em mioblastos, essa resposta pro-
fibrética dependente da ativacdo da p38-MAPK e da geracdo de espécies reativas

de oxigénio pela NADPH oxidase 2%

As doencas fibroticas sdo tipicamente
caracterizadas por excesso de tecido conjuntivo e deposicdo de matriz extracelular,
que se opdem a regeneracdo normal em diferentes tecidos. Assim, o aumento
acentuado nos niveis de angiotensina Il também tem sido associado a patogénese
de doencas fibréticas, com alteracbes em varios tecidos, como o hepatico, o renal e
o muscular >*7%72,

Farmacos da familia Sartans ", pertencentes a classe de bloqueadores dos
receptores de angiotensina (BRAs) tém sido amplamente utilizados em estudos
sobre a atuacdo do sistema-renina-angiotensina-aldosterona. Estes farmacos
bloqueiam a ligacdo da angiotensina Il com os receptores AT1, AT2, AT4 em
diversos tecidos. Além disso, este bloqueio € independentemente da atuacdo da
ECA ou de quimases, enzimas envolvidas na producdo de Angll . Em modelo
genético de distrofia muscular, por exemplo, o tratamento com losartan, bloqueador
do receptor AT1, inibiu a via das MAPK e o TGF-B e, consequentemente, reduziu a

fibrose na musculatura esquelética °

. Em modelo experimental de obesidade,
camundongos alimentados com dieta rica em gordura e tratados com o farmaco
olmesartan, da classe dos BRAs, apresentaram melhora da capacidade para
realizagdo de exercicios fisicos, além de melhora da fun¢cdo mitocondrial e reducéo

do estresse oxidativo no musculo esquelético *.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar a influéncia do blogueio do receptor de angiotensina Il sobre vias
sinalizadoras envolvidas na modulacao do fenétipo muscular em ratos submetidos a

dieta hiperlipidica.

Objetivos especificos

- Caracterizar o quadro de obesidade nos animais e identificar distarbios
metabdlicos causados pela dieta hiperlipidica;

- Avaliar a morfologia geral, mensurar as areas seccionais transversas das
fibras musculares e quantificar a fracéo intersticial de colageno nos musculos so6leo
e gastrocnémio (porgéo branca);

- Avaliar a expressdo de proteinas relacionadas a angiotensina Il (receptor
AT1) e a modulacéo do fenotipo muscular (JNK).

- Verificar se o tratamento com losartan, bloqueador do receptor AT1, modula

o fendtipo muscular.
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MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

Foram utilizados ratos Wistar machos (n=48), com 30 dias de idade,
procedentes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” campus de Botucatu/SP, Brasil. Os animais foram mantidos nas
seguintes condi¢cfes: gaiolas individuais de polipropileno com tampas de arame
cromado forradas com sabugo de milho esterilizado; temperatura ambiente (22 +
2°C), umidade controlada (55 + 5%) e ciclos de iluminacéo de 12 horas.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (protocolo 1105/2014) e
também pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFMS (protocolo 637/2014).

O periodo experimental teve duracéo total de 20 semanas. Inicialmente, os
animais foram distribuidos em dois grupos: controle (C) e dieta hiperlipidica (DH). O
grupo C foi tratado com dieta normolipidica e os animais do grupo DH foram
alimentados com dieta hiperlipidica. Apdés a 162 semana de intervencdo dietética,
cada grupo foi subdividido em dois: C e C+Los; DH e DH+Los (Figura 1). Os grupos
C e DH continuaram recebendo as respectivas dietas durante mais quatro semanas.
Durante o mesmo periodo, os grupos C+Los e DH+Los, além do suporte nutricional,
foram tratados com losartan, farmaco antagonista de receptores AT1, na dosagem
diaria de 30 mg/kg de massa corporal *°. O medicamento foi acrescentado & agua
ingerida pelos animais. Os procedimentos experimentais estiveram de acordo com
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”, publicado pelo “U. S. National
Institutes of Health” ’®. Os animais tiveram livre acesso & racdo e a agua. A ingestdo
alimentar foi mensurada diariamente e a massa corporal (MC) uma vez por semana.
No periodo entre a 162 e a 20® semana de experimento, foi realizado o controle da
ingestao hidrica dos animais grupos C+Los e DH-Los devido a adicdo do farmaco

Losartan.
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Figura 1. Delineamento Experimental.

Composicao das dietas

Os animais dos grupos C e C+Los receberam racdo normolipidica. J& os
animais dos grupos DH e DH+Los foram submetidos a dieta hiperlipidica. As duas
racbes foram preparadas no Dietario da Unidade de Pesquisa Experimental -
UNIPEX - Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp e continham os seguintes
ingredientes-base: farelo e casca de soja, milho, dextrina, 6leo de soja e palmitico e
ndcleo vitaminico e mineral. As dietas foram elaboradas de acordo com protocolos
de trabalhos prévios "8, Resumidamente, a dieta normolipidica foi composta por
34,3% de proteina, 57,1% de carboidrato, 8,6% de gordura (3,3% de lipideos
insaturados e 5,3% de saturados), tendo o valor calérico de 2,93 kcal/g. A dieta
hiperlipidica foi constituida de 24,0% de proteina, 53,3% de carboidrato e 22,7% de
gordura (8,0% de lipidios insaturados e 14,7% de lipideos saturados), valor cal6rico
de 3,64 kcal/g.

Eutanasia dos animais e coleta de tecidos

Apds o periodo experimental, os animais foram mantidos em jejum por
periodo de 12 horas, submetidos a anestesia intraperitoneal com cloridrato de
cetamina (80 mg/Kg; Dopalen®, Sespo Industria e Comeércio Ltda — Divisdo
Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e xilazina (5 mg/Kg; Anasedan®, Sespo

Industria e Comércio Ltda — DivisdoVetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil). A seguir,
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foi mensurado o comprimento nasoanal dos animais e realizada a eutanasia por
decapitagdo. O sangue foi coletado e, a seguir, centrifugado em temperatura
ambiente a 3000 rpm, por 10 min, para obtencdo de soro. Os musculos
gastrocnémio e soOleo de ambos 0s membros posteriores foram dissecados,
pesados, separados em amostras, imediatamente congelados em nitrogénio liquido
e armazenados a -80 °C, estado em que permaneceram até o momento das
analises. Posteriormente, foi executada laparotomia mediana para remocao de
tecidos adiposos brancos dos compartimentos retroperitoneal, epididimal e
visceral”.

Na ultima semana de experimento, um animal do grupo DH+Losartan sofreu
morte subita de causa inconclusiva.

Para avaliacdo murinométrica, foram calculados o indice de adiposidade

(DG x 100/MC, sendo ¥ DG: somatéria dos depdsitos de gordura retroperitoneal,

epididimal e visceral; MC: massa corporal) e o indice de Lee (YMC/CR , sendo MC =
massa corporal; CR = Comprimento nasoanal do rato) ’°.

A ingestdo caldrica foi calculada pela seguinte formula: ingestdo alimentar
semanal multiplicada pelo valor caldrico de cada dieta. Com a finalidade de analisar
a capacidade de conversdo da energia alimentar consumida em massa corporal, foi
considerado a eficiéncia alimentar (EA), obtida a partir da relacdo entre variacao
ponderal total (g) e a energia total ingerida pelos animais: MCf — MCi X 1000/CCt
(MCf = Massa corporal final; MCi = Massa corporal inicial; CCt = Consumo calérico

total) ”°.

Perfil bioquimico sérico

Foram analisados os niveis séricos de triglicerideos, colesterol total e fracbes
(LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade; HDL: Lipoproteina de Alta Intensidade),
proteina total e albumina por método enzimatico com Kkits especificos (Kovalent
diagnosis, Kovalent do Brasil Ltda., Rio de Janeiro/RJ). A concentracdo sérica de
VLDL (Lipoproteinas de muito baixa densidade) foi obtida dividindo-se a
concentracdo de triglicerideos por cinco. Ja a fragcdo ndo-HDL foi obtida pelo
seguinte célculo: ndo-HDL = concentracdo de colesterol total — concentracdo de
HDL®.
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Analise histologica da musculatura esquelética

Fragmentos dos musculos sOleo e a porcdo branca (superficial) do
gastrocnémio foram utilizados para obtencdo de cortes histolégicos transversais
(espessura de 10 uym) em criostato a -20 °C. Cortes corados pela técnica de
hematoxilina e eosina foram utilizados para andlise de morfologia geral e
mensuracdo da area seccional transversa das fibras musculares esqueléticas.
Segundo critério preconizado por Dubowitz &, foram avaliadas, pelos menos, 200
fibras por amostra muscular. Além disso, outros cortes histolégicos obtidos das
mesmas amostras musculares foram corados com Picrosirius Red % para
guantificacdo da fracao intersticial de colageno. Para esta analise, foram avaliados
pelo menos 20 campos e ndo foram incluidas regides perivasculares. As
mensuracdes foram realizadas utilizando-se microscopio Leica DM5500B (Wetzlar,
Alemanha) acoplado ao sistema Leica Application Suite version 4.0.0 (Heerbrugg,

Suica) de analise de imagens computadorizado.

Western blot
Foi analisada a expressao proteica do receptor AT1 e da MAPK JNK (nas

formas total e fosforilada) ">%®

no musculo séleo e na porcdo branca do musculo
gastrocnémio. Resumidamente, fragmento muscular foi homogeneizado em tampéao
de extracdo contendo NaCl 100 mM, TritonX-100 1% (v/v), desoxicolato de sédio
0,5% (m/v), dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,1 % (m/v), glicerol 10% (v/v) Tris 10 mM
(ph 7,4), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM, &cido etilenoglicol tetra-
acético (EGTA) 1mM, ortovanadato de sédio 1 mM, NaF 10 mM e inibidores de
proteases (codigo P2714, Sigma-Aldrich) e aliquotas foram armazenadas a -80 °C.
Uma das aliquotas foi utilizada para quantificacdo de proteina pelo método de
Bradford 2. As amostras foram acrescidas de tamp&o Laemmli (Sigma S3401), na
proporcao 1:1, e posteriormente aquecidas a 100 °C por 5 minutos em banho seco.
Para cada proteina alvo, foi realizada eletroforese de proteinas (50 ug cada amostra)
em gel de poliacrilamida a 4 °C (30 min a 50 V e 2 h a 120 V). Ap0s eletroforese, as
proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose em sistema de
transferéncia mido por 90 min a 120 V, a 4 °C. A seguir, a membrana foi incubada

em solucao de leite desnatado 5% em temperatura ambiente por 1 h (bloqueio) para
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prevenir ligagbes inespecificas com o0s anticorpos primario e secundario.
Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST (tamp&o contendo Tris, NaCl e
Tween 20) e incubada durante a noite, a 4 °C, com anticorpo primario especifico
para cada proteina. No dia subsequente, a membrana foi lavada com TBST e
incubada a temperatura ambiente por 90 min com anticorpo secundario (conjugado a
peroxidase) adequado para ligacdo com o anticorpo primério utilizado, de acordo
com recomendacédo do fabricante. A seguir, apds incubacdo da membrana com o
reagente quimioluminescente Luminata™ Classico Western HRP Substrate (Millipore
Corporation, Billerica, USA) para deteccdo do anticorpo ligado a membrana, foi
obtida a autorradiografia.

Apébs obtencdo do filme, a membrana foi incubada com Restore™ Western
Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific, Rockford, USA) para remog&o dos
anticorpos ligados a membrana. A seguir, foi realizado novamente o processo de
bloqueio e a membrana foi incubada durante a noite, a 4 °C, com anticorpo primario
para a proteina constitutiva gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). O
procedimento prosseguiu da mesma forma como descrito anteriormente até a
deteccao do sinal e obtencéo da autorradiografia.

Os filmes foram digitalizados e as bandas quantificadas por densitometria
utilizando-se o programa Gel Pro 3.1. Os resultados obtidos para as proteinas alvo
foram normalizados pelos resultados da proteina constitutiva GAPDH.

Anticorpos priméarios (Santa Cuz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA): anti-AT1
(sc-57036); anti-p-JNK (sc-6254), anti-JNK total (sc-137019), anti-GAPDH (sc-
32233).

Anticorpo secundério (Santa Cuz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA): anti-

mouse (sc-2005).

Analise estatistica

Os dados foram apresentados em média e desvio padrdo. Para comparacao
entre 0s grupos, foi realizada andlise de variancia (ANOVA) de duas vias
complementada com post hoc de Tukey. O nivel de significancia considerado foi de
5%.
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RESULTADOS

Na tabela 1, estdo apresentadas as variaveis nutricionais dos ratos. A
ingestao alimentar total foi menor nos grupos submetidos a dieta hiperlipidica (DH e
DHL) quando comparados aos seus respectivos controles (C e CL). A ingestéo
caldrica nao diferiu entre os grupos. A eficiéncia alimentar foi maior nos grupos DH e
DHL quando comparados aos grupos C e CL, respectivamente; adicionalmente, no
grupo DHL, esta variavel apresentou valores significativamente mais elevados que
no grupo DH. A ingestdo de proteinas foi menor nos grupos submetidos a dieta
hiperlipidica (DH e DHL) quando comparados aos seus respectivos controles (C e
CL). A ingestdo de gordura saturada e insaturada foi significativamente maior nos
grupos submetidos a dieta hiperlipidica (DH e DHL) quando comparados aos seus

respectivos controles (C e CL).

Tabela 1. Variaveis nutricionais.

C DH CL DHL
Variavel (n=12) (n=12) (n=12) (n=11)
Ingestdo alimentar total (g) 3717 £ 370 2949 £ 274* 3644 + 415 2877 + 290t
Ingestao caldrica (kcal) 819+78 80,7+7,2 80,318,8 78,7+7,6
Eficiéncia Alimentar (g/kcal) 26,8 +2 32,2+4,2* 28,4+0,9 35,1+4,61#
Ingestao proteinas (g) 1275+ 127 707,6 + 65,8* 1250 + 143 690 + 69,51
Ingestdo de gordurainsaturada (g) 123 +12,2 235+ 21,9* 120 + 13,7 230 £ 23,2t
Ingestdo de gordura saturada (g) 197 +19,6 433 +£40,3* 193 +22,0 422 + 42,67

C: Controle; CL: Controle Losartan; DH: Dieta Hiperlipidica; DHL: Dieta Hiperlipidica + Losartan.
Valores expressos pela média + desvio padrdo. Anova de duas vias com post hoc de Tukey. *p<0,05
vs Grupo Controle; # p<0,05 vs Grupo Dieta Hiperlipidica; T p<0,05 vs grupo Controle Losartan.
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Na tabela 2, estdo expostas as varidveis anatbmicas e murinométricas. A
massa corporal e o indice de adiposidade foram significativamente maiores nos
grupos submetidos a dieta hiperlipidica (DH e DHL) quando comparados aos seus
respectivos controles (C e CL). O indice de Lee foi semelhante entre os grupos. Os
depdsitos de gordura retroperitoneal, visceral e epididimal foram significativamente
maiores nos grupos submetidos a dieta hiperlipidica (DH e DHL) quando
comparados aos seus respectivos controles (C e CL). A massa do musculo soleo
esquerdo, em valores absolutos e normalizados pela massa corporal (S6leo/MC) ou
pelo comprimento da tibia (Séleo/tibia), foi similar entre os grupos. Ja para o
musculo gastrocnémio esquerdo, em valores absolutos, o grupo submetido a dieta
hiperlipidica (DH) apresentou maior massa quando comparado ao seu respectivo
controle (C); ndo houve diferenca entre os demais grupos para esta variavel. Em
valores relativos, com normalizacdo pela massa corporal ou pelo comprimento da
tibia (gastrocnémio/MC e gastrocnémio/tibia), a massa do musculo gastrocnémio

esquerdo nao diferiu significativamente entre 0s grupos.

Tabela 2. Variaveis anatbmicas e murinométricas.

C DH CL DHL
Variavel (n=12) (n=12) (n=12) (n=11)

Massa corporal (g) 451,1+ 55,8 507,1+61,8* 456,9+47.,4 517,8+47,31
Adiposidade (%) 3,5+ 0,7 5,2+1,4* 3,6+1,2 5,5+1,41
indice de Lee (g3/cm) 0,28 £ 0,01 0,28 + 0,01 0,28 £ 0,01 0,29+ 0,01
Gordura retroperitoneal 55+1,8 11,5+5,1* 6,4+3,2 11,4 £ 4,3¢
Gordura visceral 33+1,2 51+1,8* 33x1,1 6,1+1,7t
Gordura epididimal 70+23 10,2 + 3,1* 6,9+28 11,4 £ 4,2
Soéleo () 0,22 £ 0,04 0,24 + 0,03 0,22 + 0,03 0,24 + 0,03
Gastrocnémio (g) 2,69+0,34 2,91 +£0,37* 2,66 =+ 0,26 2,89 0,29
Séleo /MC (mg/g) 0,49 £ 0,04 0,48 + 0,05 0,49 + 0,04 0,45 + 0,05
Gastrocnémio/MC (mg/g) 5,90 £ 0,29 5,75 £ 0,49 5,83+0,34 5,60+0,5
Séleo/Tibia (mg/mm) 5,16 £ 0,82 5,53+0,68 5,16 = 0,53 5,41 + 0,64

Gastrocnémio/Tibia (mg/mm) 137,15+8,67 131,24 +11,37 136,43+10,90 129,52+ 12,70

C: Controle; CL: Controle Losartan; DH: Grupo Dieta Hiperlipidica; DHL: Dieta Hiperlipidica +
Losartan. Valores expressos pela média + desvio padrdo. Anova de duas vias com post hoc de
Tukey. *p<0,05 vs grupo Controle; # p<0,05 vs grupo Dieta Hiperlipidica; T p<0,05 vs grupo Controle
Losartan.
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Na tabela 3, foram descritos dados sobre o perfil bioquimico sérico. Para
todas as variaveis avaliadas (Colesterol total, triglicerideos, VLDL, LDL, HDL, N&o-

HDL, proteina total e albumina), ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 3. Perfil bioquimico sérico.

C DH CL DHL

Variavel (n=12) (n:12) (I’]=12) (nzll)

Triglicerideos (mg/dL) 48,25+ 12,03 48,45+ 16,56 57,64+ 1565 50,16+ 12,19
Colesterol Total (mg/dL) 71,99 +13,70 74,67 +7,53 74,05+6,38 78,40+ 13,94

HDL (mg/dL) 29,36+ 3,65 27,21+4,00  30,16+246 29,73+ 3,84
VLDL (mg/dL) 965+241 9,69+ 3,31 11,53 +3,13 10,03 +2,44
LDL (mg/dL) 32,20 12,38 33,60+10,07 33,45+6,74  34,83+6,91
N&o-HDL (mg/dL) 4358+ 16,64 46,90+587 3555+26,60 46,13 +8,28
Proteina total (g/dL) 542+0,33 547+021  527+0,25 5,44 + 0,21
Albumina (g/dL) 294+021 3,02+020  296+0,16 3,07 + 0,17

C: Controle; CL: Controle Losartan; DH: Dieta Hiperlipidica; DHL: Dieta Hiperlipidica + Losartan.
Valores expressos pela média + desvio padrdo. Anova de duas vias.

Na figura 2, estd apresentada a avaliacdo morfométrica dos musculos
esqueléticos gastrocnémio e soleo. A area seccional das fibras musculares do
musculo gastrocnémio (C 3.540 + 288; DH 3.938 + 342; CL 3.827 + 424; DHL 4.176
+ 515 um?) foram maiores nos grupos submetidos & dieta hiperlipidica (DH e DHL)
guando comparados aos seus respectivos controles (C e CL). A area seccional das
fibras musculares do musculo soéleo (C 3.452 + 766; DH 3.943 + 830; CL 3.569 +
713; DHL 3.539 + 843 pm?) foram semelhantes entre os grupos.
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Figura 2. Avaliacdo morfométrica do tecido muscular esquelético. A: Area seccional
do musculo gastrocnémio (um32); B: Area seccional do musculo séleo (um?). C:
Controle; CL: Controle Losartan; DH: Dieta Hiperlipidica; DHL: Dieta Hiperlipidica +
Losartan. Valores expressos pela média *+ desvio padrdo. Anova de duas vias com
post hoc de Tukey. *p<0,05 vs grupo Controle; # p<0,05 vs grupo Dieta Hiperlipidica;
T p<0,05 vs grupo Controle Losartan.
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Figura 3. Cortes histologicos transversais do musculo esquelético gastrocnémio
corados com hematoxilina-eosina. C: Controle; CL: Controle Losartan; DH: Dieta

Hiperlipidica; DHL: Dieta Hiperlipidica + Losartan. Aumento: 400x.

Figura 4. Cortes histologicos transversais do musculo esquelético séleo corados
com hematoxilina-eosina. C: Controle; CL: Controle Losartan; DH: Dieta
Hiperlipidica; DHL: Dieta Hiperlipidica + Losartan. Aumento: 400x.
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Na figura 5, esta apresentada a fracao intersticial de coldgeno nos musculos
gastrocnémio e séleo. A fracao intersticial de colageno no musculo gastrocnémio (C
14,92 + 3,48; DH 14,79 + 2,65; CL 14,47 + 1,56; DHL 11,87 £ 4,70 %) foi semelhante
entre os grupos. A fracado intersticial de colageno no muasculo séleo (C 20,74 + 2,95;
DH 17,42 + 2,20; CL 19,90 + 2,65; DHL 14,38 + 3,44 %) foi menor no grupo
submetido a dieta hiperlipidca + losartan (DHL) quando comparado ao seu

respectivo controle (CL).
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Figura 5. Fracao Intersticial de Colageno (FIC, %) avaliada em cortes histolégicos
corados com Picrosirius red. A: FIC no musculo gastrocnémio; B: FIC no musculo
s6leo. C: Controle; CL: Controle Losartan; DH: Dieta Hiperlipidica; DHL: Dieta
Hiperlipidica + Losartan. Valores expressos pela média + desvio padrdo. Anova de
duas vias com post hoc de Tukey. *p<0,05 vs Grupo Controle; # p<0,05 vs Grupo

Dieta Hiperlipidica; T p<0,05 vs grupo Controle Losartan.
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Figura 6. Cortes histolégicos transversais do musculo esquelético gastrocnémio
corados com Picrosirius Red. C: Controle; CL: Controle Losartan; DH: Dieta

Hiperlipidica; DHL: Dieta Hiperlipidica + Losartan. Aumento: 400x.

Figura 7. Cortes histologicos transversais do musculo esquelético s6leo corados
com Picrosirius Red. C: Controle; CL: Controle Losartan; DH: Dieta Hiperlipidica,;

DHL: Dieta Hiperlipidica + Losartan. Aumento: 400x.
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Na figura 8, estdo expostos os dados de expressdo da proteina JNK (formas
total e fosforilada) no musculo gastrocnémio e séleo. No musculo gastrocnémio, a
relagdo p-JNK/JINK total (C 1,00 £+ 0,14; DH 0,78 £ 0,17; CL 0,99 + 0,13; DHL 0,82 +
0,20 unidades arbitrarias) foi menor nos grupos submetidos a dieta hiperlipidica (DH
e DHL) quando comparados aos seus controles (C e CL). No musculo séleo, a
expressao de p-JNK/JINK total (C 1,00 + 0,36; DH 1,00 £ 0,47; CL 1,19 + 0,21; DHL
1,11 + 0,54 unidades arbitrarias) foi semelhante entre os grupos. A expressao de
JNK total/GAPDH foi semelhante entre os grupos tanto no musculo gastrocnémio (C
1,00 £ 0,37; DH 1,59 £ 0,57; CL 1,77 + 1,31; DHL 1,55 + 0,44 unidades arbitrarias)
quanto no musculo soleo (C 1,00 + 0,46; DH 1,23 + 0,40; CL 0,91 £ 0,24; DHL 1,10 +

0,50 unidades arbitrarias).
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Figura 8. Expresséo proteica de p-JNK (A e B) e JNK total (C e D) nos musculos

gastrocnémio e séleo, respectivamente. C: Controle; CL: Controle Losartan; DH:

Dieta Hiperlipidica; DHL: Dieta Hiperlipidica + Losartan. Valores expressos pela

média +

desvio padréo. Anova de duas vias com post hoc de Tukey. *p<0,05 vs

Grupo Controle ; # p<0,05 vs Grupo Dieta Hiperlipidica; T p<0,05 vs grupo Controle

Losartan.
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Figura 9. Bandas representativas (técnica da Western blot) da expressédo proteica
de p-JNK e JNK total e da proteina constitutiva GAPDH nos musculos gastrocnémio
(A) e sobleo (B). C: Controle; CL: Controle Losartan; DH: Dieta Hiperlipidica; DHL:

Dieta Hiperlipidica + Losartan

Na figura 10, est4 apresentada a expressao do receptor AT1 no musculo
gastrocnémio (A) e no musculo séleo (B). No musculo gastrocnémio (C 1,00 + 0,29;
DH 1,75 + 0,32; CL 2,16 + 0,48; DHL 1,38 + 0,24 unidades arbitrarias) a expressao
do receptor AT1/GAPDH foi maior no grupo submetido a dieta hiperlipidica (DH) e no
grupo (CL) quando comparados ao grupo Controle (C). Adicionalmente, o grupo
submetido a dieta hiperlipidica (DHL) apresentou menor expressao de AT1 quando
comparado aos grupos (DH e CL) respectivamente. No musculo séleo, a expressao
proteica do AT1 (C 1,00 + 0,20; DH 0,90 + 0,24; CL 1,04 £ 0,26; DHL 0,77 + 0,29
unidades arbitrarias) foi menor no grupo submetido a dieta hiperlipida + losartan

(DHL) quando comparado ao grupo (CL).
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Figura 10. Expresséao proteica de AT1 nos musculos gastrocnémio (A) e séleo (B).
C: Controle; CL: Controle Losartan; DH: Dieta Hiperlipidica; DHL: Dieta Hiperlipidica
+ Losartan. Valores expressos pela média = desvio padrdo. Anova de duas vias com
post hoc de Tukey. *p<0,05 vs Grupo Controle; # p<0,05 vs Grupo Dieta
Hiperlipidica; 1 p<0,05 vs grupo Controle Losartan.
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Figura 11. Bandas representativas (técnica da Western blot) da expresséo proteica
de AT1 e da proteina constitutiva GAPDH nos musculos gastrocnémio (A) e soleo
(B). C: Controle; CL: Controle Losartan; DH: Dieta Hiperlipidica; DHL: Dieta

Hiperlipidica + Losartan.
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DISCUSSAO

Neste estudo, foi avaliada a influéncia do bloqueio do receptor de
angiotensina 1l sobre a via sinalizadora das MAPK e modulacdo do fendtipo
muscular em ratos obesos.

A obesidade foi induzida por dieta hiperlipidica, com discreta predominancia
de acidos graxos saturados em relacdo aos &cidos graxos insaturados. Os grupos
submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram menor ingestao alimentar, porém
maior massa corporal e maior indice de adiposidade quando comparados aos seus
respectivos controles. Outros autores também verificaram maior massa corporal e
indice de adiposidade em animais submetidos a dieta rica em gordura e carboidratos
17.75 ou apenas com sobrecarga de gordura ®*. Da mesma forma, Seo et al. %
observaram que ratos alimentados por 12 semanas com dieta rica em gordura
apresentaram menor ingestdo alimentar e maior massa corporal quando
comparados ao grupo controle. Interessantemente, Oliveira Jr et al. " identificaram
maior eficiéncia alimentar , além de menor ingestdo alimentar e maior indice de
adiposidade, em animais submetidos a dieta hipercal6rica em protocolo experimental
de 30 semanas.

O fato dos grupos DH e DHL terem apresentado maior massa corporal e
maior indice de adiposidade, apesar de menor ingestdo alimentar e ingestéo calérica
semelhante em relacdo aos respectivos controles, estd diretamente associado a
maior eficiéncia alimentar, maior densidade calérica do alimento que também
resulta em maior saciedade no animal, gerando menor ingestao alimentar. A menor
ingestdo alimentar nos grupos DH e DHL, observada em nosso estudo, também ja
foi descrita por outros autores em trabalhos sobre obesidade #%’. Ademais, com o
excesso de tecido adiposo, ocorre maior secrecdo de leptina no organismo,
hormdnio envolvido na regulacdo do apetite e do metabolismo energético, o qual
pode contribuir para a ocorréncia de hipofagia®. Além disso, a angiotensina II, que
possivelmente estd aumentada sistemicamente na obesidade, também pode
promover efeitos anorexigénicos no organismo, ocasionando menor consumo de
alimentos %°.

Por outro lado, alguns estudos demonstraram o impacto das intervencdes
com bloqueadores do receptor de Angll sobre o perfil biométrico em ratos com

obesidade induzida por dieta %®°. Rosseli et al .28 afirmaram que o tratamento com
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losartan promoveu diminuicdo significativa do peso corporal e da adiposidade em
protocolo dietético composto por dieta hiperlipidica com duracdo de 20 semanas. Em
outro trabalho®, a administracdo de telmisartan promoveu diminuicdo da massa
corporal de ratos submetidos a dieta hipercalérica por duas semanas. Contudo, no
presente estudo, ndo verificamos influéncia do bloqueio da angiotensina Il sobre a
massa corporal e o indice de adiposidade nos animais submetidos a dieta
hiperlipidica. Apesar dos farmacos citados anterioremente pertencerem todos a
familia dos bloqueadores de receptor de angiotensina, as diferencas relacionadas ao
perfil farmacodindmico/farmacinético desses bloqueadores e ao grau de afinidade
dessas drogas com o receptor AT1 podem explicar, pelo menos parcialmente, os
resultados divergentes entre os estudos em relacao as variaveis biométricas.

Acerca da musculatura esquelética, no presente trabalho, foi verificada a
ocorréncia de alteracdes morfolégicas nos musculos gastrocnémio (por¢éo branca) e
séleo. Observamos que a dieta hiperlipidica e o tratamento com losartan atuam de
forma diferenciada na musculatura esquelética, dependendo do tipo de fibras
(rapidas ou lentas) predominante. Os grupos submetidos a dieta hiperlipidica
apresentaram aumento da area seccional das fibras musculares do gastrocnémio,
porém nao houve diferenca quanto a area das fibras do musculo sdéleo.
Adicionalmente, a massa do musculo gastrocnémio, em valor absoluto, foi maior no
grupo alimentado com dieta hiperlipidica. Takada et al. ** avaliaram a influéncia do
bloqueio do receptor de angiotensina Il com olmesartan sobre a musculatura
esquelética de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e verificaram
diminuicdo significativa da propor¢cdo de fibras do tipo I, mas ndo observaram
alteracdo significativa da massa muscular e da area seccional das fibras musculares.
Em camundongos alimentados com dieta rica em gorduras e sacarose por oito *° ou
12 °' semanas, também ndo foi identificada alteracdo da massa do musculo
gastrocnémio. Por outro lado, Sishi et al. '’ observaram que ratos alimentados com
dieta de cafeteria (rica em gorduras e carboidratos) durante 16 semanas
apresentaram reducdo da é&rea seccional das fibras do musculo gastrocnémio
(porcdo vermelha). E possivel que a diferenca entre os achados morfologicos da
musculatura esquelética dos estudos citados anteriormente esteja relacionada ao

tipo de dieta utilizada, a duracéo do periodo experimental e ao musculo avaliado.
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Na presente pesquisa, contrariando a hipotese inicial, a dieta hiperlipidica ndo
influenciou a fracdo intersticial de coldgeno na musculatura esquelética. Em

contraste com os achados do presente trabalho, Pincu et al. %

verificaram que
animais alimentados com dieta rica em gordura apresentaram maior fracéo
intersticial de colageno associada ao aumento da expressao proteica de TGF-B e
coldgeno la na musculatura esquelética. Por outro lado, como esperado, em nosso
trabalho verificamos que o tratamento com losartan reduziu a expressao de AT1 e
reduziu a fracao intersticial de colageno no musculo séleo de ratos alimentados com
dieta hiperlipidica. O aumento acentuado nos niveis de angiotensina Il tem sido
associado a patogénese de doencas fibréticas, com alteracbes em varios tecidos,
como o hepético, o renal e o muscular *>%"?. Por meio da ativacdo do receptor AT1,
Angll é um potente indutor da express&o de proteinas da matriz extracelular ">"*.Em
modelo genético de distrofia muscular, por exemplo, o tratamento com losartan
reduziu a fibrose na musculatura esquelética®®, resultado semelhante ao obtido no
presente estudo.

Em relacdo as analises moleculares, em nosso trabalho, os animais
alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram diminuicdo da ativacdo da JNK e
aumento na expressao dos receptores AT1 no musculo gastrocnémio. O tratamento
com losartan, por sua vez, reduziu a expressdo de AT1, mas nao influenciou a
ativacdo da JNK no musculo gastrocnémio dos animais alimentados com dieta
hiperlipidica.

A JNK constitui uma das quatro subfamilias das MAPK e sua ativagdo esta
associada com respostas celulares a diversos tipos de estresse, como ativacao
inflamatéria, estresse oxidativo e aumento de Angll 2"?%%2%8 por outro lado, a
inibicdo da JNK pode ocorrer por meio da acdo de MAPK fosfatases, principalmente
a MKP-1. Apesar desta proteina nao ter sido avaliada no presente estudo, outros
autores ja relataram que o consumo de dieta hiperlipidica foi associado ao aumento
da expresséo génica de MKP-1 e consequente reducdo da fosforilagdo de MAPK na
musculatura esquelética de camundongos 2.

Interessantemente, em nosso estudo, nos grupos submetidos a dieta
hiperlipidica, a diminuicdo da fosforilagdo de JNK foi acompanhada do aumento na
area seccional das fibras do muasculo gastrocnémio, caracterizando hipertrofia

muscular. Nesse sentido, a via sinalizadora PI3K/AKT constitui mecanismo
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molecular classicamente envolvido no processo de hipertrofia muscular, uma vez

que estimula a sintese proteica °%%,

Esta sinalizacdo pode ser estimulada por
diversos fatores, entre eles a insulina, a qual, por meio da interacdo com seu
receptor, promove fosforilacdo em residuos de tirosina do substrato do receptor de
insulina (IRS-1), com consequente ativacdo da via PI3K/AKT 4. Entretanto, a JNK
pode interferir na sinalizagdo normal da insulina por meio da fosforilagdo em residuo
especifico de serina do IRS-1, reduzindo a interacédo desta proteina com a PI3K %°.
Assim, € possivel que a inibicdo da JNK verificada no presente trabalho esteja
associada a maior ativacdo da via PISK/AKT. Podemos, entdo, sugerir que a
hipertrofia observada no mdudsculo gastrocnémio, no grupo submetido a dieta
hiperlipidica, pode ser modulada em parte pela inibicdo da JNK e néo parece estar
relacionada com a ativacéo do sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Além disso, ja foi demonstrado que a ativacdo da AKT esta envolvida no
aumento da massa muscular preferencialmente em musculos com predominancia de
fibras de contracdo rapida/glicoliticas®™. Este papel da AKT pode explicar, pelo
menos parcialmente, o fato de termos identificado hipertrofia na porcédo branca do
musculo gastrocnémio (com predominancia de fibras rapidas/glicoliticas), mas nao
termos verificado diferenca significativa relacdo a area seccional transversa das
fibras no musculo séleo (com predominéancia de fibras lentas/oxidativas).

Ademais, a dieta hiperlipidica promoveu aumento na expressao do receptor
AT1 no musculo gastrocnémio. O tratamento com losartan, por sua vez, reduziu a
expressdo de AT1 nos musculos gastrocnémio e s6leo. O aumento da expressao do
receptor AT1 pode ser consequéncia de aumento da disponibilidade de angiotensina

BN

I, como mecanismo de feedback positivo frente a necessidade de interagcao

horménio-receptor  °°.

Apesar de nao termos avaliado a concentracdo de
angiotensina no presente trabalho, outros estudos ja mostraram que a Ang Il e
outros componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) estéo
aumentados em niveis sistémicos na obesidade ?°. Por outro lado, quando ha o
bloqueio de receptores AT1, como no tratamento com Losartan, é possivel que o
organismo aja de forma compensatoria, produzindo mais receptores, na tentativa de
vencer este bloqueio. Entretanto, outros autores ndo encontraram diferenca
significativa na expressdo de receptores AT1 na musculatura esquelética de

camundongos submetidos a dieta hiperlipidica e tratamento com olmesartan 3.
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CONCLUSAO

Em resumo, a dieta hiperlipidica promove alteragbes murinométricas
compativeis com condicdo de obesidade. Em relacdo a musculatura esquelética, os
animais alimentados com dieta hiperlipidica apresentam aumento da area seccional
transversa das fibras do musculo gastrocnémio, associado a diminuicdo da ativagcéo
da JNK e aumento na expressao dos receptores AT1. J& no musculo séleo, a dieta
hiperlipidica ndo promove alteracdes morfoldégicas ou moleculares significativas. O
tratamento com losartan, por sua vez, reduz a expressao de AT1 nos musculo séleo
e gastrocnémio e reduz a fragcdo intersticial de colageno no musculo séleo no grupo
alimentado com dieta hiperlipidica. No entanto, o tratamento com losartan nao
influencia a ativacdo da JNK no musculo gastrocnémio.

Assim, podemos concluir que a administracdo de dieta hiperlipidica
promove alteragBes morfologicas e moleculares de forma diferente em musculos
com predominancia de fibras lentas ou de fibras rapidas. Além disso, essas

alteracdes sao parcialmente moduladas pela angiotensina Il.
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