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RESUMO

Habitos alimentares de altos teores de gordurafa@oes desencadeantes da obesidade. Essa
pandemia estd envolvida com o desenvolvimento eéeghs cardiovasculares, devido a alteracdes
estruturais e hemodinamicas no coracdo. O G-C3fe .omo um tratamento em potencial para a
terapia de diversas doencas degenerativas, dedtasanseu efeito benéfico na regeneracdo
estrutural e funcional do coracdo nas cardiomiapaisquémica e chagasica crénica com
diminuicdo de inflamacdo e fibrose, e melhora neag® e conducdo do impulso cardiaco.
Utilizou-se camundongos C57BI/6 machos alimentados dieta hipergordurosa (high-fat HF) que
desenvolveram obesidade, hiperglicemia e intoléa&nglicose. As alteracdes funcionais cardiacas
foram avaliadas por eletrocardiograma, ecocardinogra ergometria. Os animais foram separados
em 2 grupos experimentais: dieta padrao (n=8) & tH& (n = 16) para indugcédo da obesidade. 37
semanas apos a introducao da HF, os animais fozparalos em 3 grupos: tratado com G-CSF
(n=8) + dieta padrao; nao tratado com G-CSF (n=@eta padrdo, e o terceiro grupo somente com
dieta padrdo (n=8). Resultados mostraram que ditsig@o da dieta HF pela dieta padrao foi
responsavel pelo retorno ao nivel basal dos valdresjuimicos e antropométricos, que
apresentavam-se elevados. Apenas a substituic@e@anao reverteu a intolerancia ao exercicio
nem preveniu as altera¢des cardiacas, como brddicaumento da amplitude de QRS e aumento
da espessura das paredes septal e posterior décukniesquerdo. A substituicdo da dieta e o
tratamento com G-CSF reverteram as alteragfedwsiisido coragao e recuperarem a capacidade
fisica.

Palavras-chave:Obesidade. Doencas cardiovasculares. G-CSF.



ABSTRACT

Dietary habits composed of high levels of fat areigger for obesity. This pandemic is involved
with the development of cardiovascular diseases tdwstructural and hemodynamic changes in the
heart. The G-CSF has emerged as a potential treatfioee many degenerative diseases,
emphasizing its beneficial effect on the structumad functional regeneration of the heart in
ischemic cardiomyopathy and Chagas disease, withindihed inflammation and fibrosis, and
improvement of cardiac impulse generation and cotiolo. We used C57BL / 6 mice fed a high-fat
(HF) diet that developed obesity, hyperglycemia ghatose intolerance. The changes in cardiac
function were assessed by electrocardiogram, edtiogagam and treadmill. The animals were
divided into two groups: standard diet (n = 8) &ftediet (n = 16) to induce obesity. 37 weeks after
HF protocol, the animals were divided into threeups: treated with G-CSF (n = 8) + standard
diet, not treated with G-CSF (n = 8) + standard, dgied the third group with standard diet only (n =
8). Results showed that replacing the standardfalieiving HF diet was responsible for the return
to baseline of anthropometric and biochemical v&lughich were significantly elevated. Diet
replacement alone did not reverse exercise intoberar prevent cardiac abnormalities, such as
bradycardia and increases in QRS amplitude, seydtlthickness and left ventricular posterior
thickness. Diet replacement and treatment with&~@versed structural changes in the heart and
recovery of physical capacity.

Keywords: Obesity. Cardiovascular diseases. G-CSF



LISTA DE ABREVIATURAS

AE Atrio esquerdo
AGL Acidos graxos livres
AmpQRS  Amplitude do QRS

B-MODE Modo bidimensional
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G-CSFR Receptor do fator estimulador dérmiak granulocitarias

GM-CSF Fator estimulante de coldnias de granulécitoseraiagos
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IL-1 Interleucina 1
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M-MODE Modo unidimensional
NAC Neuropatia autonémica cardiaca

PI3-quinase Via fosfatidilinositol 3-quinase
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1 INTRODUCAO

O coracao € o 6rgdo muscular central do sisteroalatorio, composto por quatro camaras
gue se contraem, impulsionando como uma bomba gusamos 6rgdos periféricos através dos
vasos sanguineos. Quando uma dessas camarasdialbdomba, ndo sendo capaz de ejetar todo o
sangue que recebe, complicagcbes hemodinamicasnmee devido a disfuncdo cardiaca, bem
como uma série de mecanismos compensatorios quenap teriam efeitos benéficos, irdo
contribuir para a progressao continua do processteterioracdo da funcado cardiaca. Este quadro
clinico pode ser observado em consequéncia desdweenfermidades, como a obesidade, o
diabetes, e doencas valvulares cardiacas (BREBE 2002; SILVERTHORN, 2010).

A obesidade é uma doenca endocrino-metabdlicaigenommultifatorial, caracterizada pelo
excesso de tecido adiposo, decorrente do deseaguilfto metabolismo energético celular,
associado ao consumo desenfreado de alimentoseamagorduras e carboidratos (CALLE et al.,
2003), levando ao balanco energético positivo, pr@ndo o aumento nos estoques de energia e
peso corporal (MARTINEZ, 2000).

Segundo aOrganizacdo Mundial de Sayde prevaléncia de individuos adultos com
sobrepeso é de aproximadamente 1,6 bilhdes e dmilliles de obesos. No ano de 2015 estima-se
gue o numero de adultos com sobrepeso sera dell#)ad) e de obesos passara para cerca de 700
milhdes (VIGITEL Brasil, 2006). Atualmente a obesié se tornou uma pandemia que acomete
desde os paises desenvolvidos, até os paises xie reaida, que chegam a possuir niveis de
obesidade iguais ou maiores aos encontrados naddsstynidos e em outros paises desenvolvidos
(OPAS, 2003).

A elevada prevaléncia da obesidade na populacdaliiulem sido relacionada a varios
fatores, como ao crescimento populacional asso@adopadroes da vida moderna, ao consumo
exagerado de gorduras e alimentos caldricos, eatviohade fisica (ZAUPA; ZANONI, 2000;
WILD et al., 2004). A transicdo nos padrdes de vda brasileiros foram ocorrendo ao longo do
tempo, devido as mudancas demograficas, sécio-atoadé e epidemioldgicas, que levaram a
diminuicdo progressiva da desnutricdo e ao auntmtibesidade (MONTEIRO et al., 1995).

Dentre as co-morbidades presentes na obesidaddpeag;as cardiovasculares sao as
principais causas de mortalidade evidenciadas rei®saca, a sua associacdo com o diabetes e
hipertensdo, colaboram para o desenvolvimento adurdido endotelial, doencas arteriais
coronarianas, e insuficiéncia cardiaca, responsgai elevados custos de internacdes e despesas
publicas (MURPHY et al., 2006). A obesidade couostiim fator de risco importante para o
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desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (DM&ndo responsavel por até 80% dos casos,
possuindo aesisténcia a insulina como fator que relacionasssias patologias (ECKEL et al.,
2011). Nos individuos obesos € observado uma elevaddéimcia de intolerancia a glicose e
resisténcia a insulina, principalmente nos tecigesféricos, devido as alteracdes metabdlicas e
moleculares da fibra muscular, o que favorece gisiegnto do DM2 (GUEDES; GUEDES, 1998).

A obesidade por si s6, na auséncia de fatoressdesriesta correlacionada com alteracdes
cardiacas especificas, como o aumento da mass&ukamt aumento da camara atrial, disfuncéo
sistélica e diastolicaque quando sustentados por um longo periodo levgmogressdo de uma
insuficiéncia cardiaca (IC) e consequente aumeatandrbi-mortalidade (MELANSON et al.,
2001). Fato demonstrado pelo estudo Framinghamolojeéivou identificar a prevaléncia de IC em
pacientes obesos de ambos 0s sexos, e constatai lQuaumentava de acordo com o indice de
massa corporal (IMC), independente de outros fatde risco (ABEL LITWIN; SWEENEY,
2008; KENCHAIAH et al., 2002).

A reversao parcial das alteragbes estruturais dacéo apdés a perda de peso, foram
demonstradas a curto prazo em observacles atravésotardiografia (KANOUPAKIS et al.,
2001). O tratamento da obesidade consiste na mudancatiio @e vida, com dietas e hébitos
alimentares saudaveis e na realizacdo regulariddaates fisicas. Fatores que contribuem para
prevencdo das complicacdes cardiovasculares adviddaobesidade, porém ndo sdo capazes
recuperar a funcéo cardiaca de um coracédo ja ansote devido a progressédo da obesidade para o
seu estado crénic&Consequentemente, a mudancga no estilo de vida jéases pré-clinicas da
doenca sdo muito importantes para melhora da @quiidle vida e da sobrevida dos individuos
obesos (KENCHAIAH et al.,2002).

Recentemente, a terapia baseada na utilizacadadatedale crescimento, tais como o fator
estimulador de col6nias de granuldcitos (G-CSH) géndo proposta para o tratamento de varias
doencas degenerativas e cardiacas. O G-CSF € unwprgteina que atua, principalmente,
promovendo a maturacdo dos neutroéfilos, estimulawdo atividade fagocitica e quimiotética, e
promovendo a segmentacdo nuclear dos neutrofilodums. Além disso, o G-CSF também
apresenta importante papel na mobilizacdo de ctrdaco hematopoéticas da medula éssea para a
circulacdo (BARREDA HANINGTON; BELOSEVIC 2004), e na capacidade de modular a
resposta inflamatéria, reduzindo a liberacdo dascicas pro-inflamatérias por mondcitos e
macrofagos ativados (BONEBERG; HARTUG, 2002).

Diversos trabalhos na literatura apontam o papeéfie desta citocina em cardiomiopatias
de diversas etiologias. Estes efeitos incluem anmegcao da estrutura cardiaca, a recuperacao da

funcdo mecéanica do miocardio, o restabelecimensojulacbes comunicantes entre 0s miocitos,
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favorecendo a reversédo das arritmias (HARADA et2405; HASEGAWA et al., 2006). Outros
estudos tém evidenciado que o GCS-F auxilia naasmoNarizacdo cardiaca e pode atuar como
fator protetor de cardiomiocitos (TATSUMI et alQ(B).

No caso especifico do infarto do miocardio, altdgeis circulantes de G-CSF foram
detectados pés-infarto, sugerindo um papel deste feo reparo cardiaco (SHIM et al., 2011).
Modelos experimentaidemonstram que o G-CSF é um potente agente te¢i@p@ara o reparo
cardiaco, devido a sua atuacdo na mobilizacdo élakas de medula 0ssea, para o local da lesdo
cardiaca, o que promove a reducdo do remodelamentdcular e a melhora da fungéo cardiaca
(OTT; TAYLOR, 2006). Os efeitos benéficos do G-CSébre a regeneracdo do miocardio
englobam, também, a aceleracdo do processo deizacab tecidual, prevencdo da apoptose do
miocardio e reducédo de fibrose miocéardica (LI et2006; MINATOGUCHI et al., 2004).

Em estudo recente, foi demonstrado que a utlizaggdoG-CSF no tratamento de
camundongos chagasicos cronicos tem demonstradosefenéticos sobre a estrutura cardiaca,
tais como reducédo da inflamacéo e fibrose, qudaew®a a melhora da funcao cardiaca através de
uma maior distancia percorrida no teste ergomégiqgpevencado do agravamento dos disturbios
cardiacos ap6s o tratamento de G-CSF (MACAMBIRAIgt2009). O efeito benéfico do G-CSF
também foi evidenciado em modelo experimental dsema pulmonar, onde foi observado nao
apenas a regeneracao tecidual, mas também a rac@peata funcdo pulmonar (FORTUNATO et
al.,in press).

No caso especifico das disfun¢des cardiacas adas@aobesidade temos como agravante o
fato de que a obesidade como morbidade isoladadifidi tratamento. A obesidade quando n&o
tratada ou ndo controlada esta associada a diveosogrometimentos cardiacos, cujas mudancas
de habitos alimentares e a pratica de atividadeafiza fase tardia, ndo revertem a cardiomiopatia
instalada (NONINO-BORGES; BORGES; SANTOS, 2006).

A patrtir dessas evidéncias pode-se consideraraqtortque o uso do G-CSF pode ser uma
estratégia terapéutica eficaz para o tratamentocdasplicacbes cardiovasculares e alteracbes
bioquimicas associadas a obesidade.

Neste sentido pode-se levantar a hipotese de quadividuos obesos o comprometimento
cardiaco sera pronunciado, evidenciando alteragl@&scas e morfofuncionais que serdo revertidas
guando administrado o G-CSF, devido ao seu potgoratetor e regenerativo.

O objetivo geral deste estudo € avaliar os efeitn&-CSF sobre as alteracdes bioquimicas
e cardiacas associadas a obesidade induzida pahgiergordurosa em camundongos C57BI/6.

Os objetivos especificos do presente estudo incliiliecaracterizar as alteragcdes cardiacas

decorrentes de uma dieta hipergordurosa atravésexdanes seriados de ecocardiografia,
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eletrocardiografia e ergometria. (ii) caracterizes perfis bioquimicos e atropométricos dos
camundongos C57BL/6 alimentados com a dieta hipeéugosa; (iii) avaliar o padrdo de expressao
da citocina adiponectina e do fator de transcriG&d A-4 envolvidos no comprometimento da

funcéo cardiaca; (iv) avaliar o potencial terap@udia administracddo G-CSF sobre as alteragfes
cardiacas, antropométricas, bioquimicas, na exweda adiponectina e do fator de transcri¢cdo

GATA-4, nos camundongos alimentados com a dieterggrdurosa.
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2 REVISAO DA LITERATURA

No Brasil ao longo das ultimas trés décadas, glesa dos padrdes do estilo de vida e do
consumo alimentar indicam um aumento do teor ekaeske aclcar na dieta e um aumento no
aporte relativo de gorduras em geral, destacandamssgorduras saturadas, sem evidéncias de
gualquer tendéncia de superacdo dos niveis insofes do consumo de frutas e hortalicas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). A adog&o de estilo dida sedentaria e transtornos alimentares
sao considerados importantes fatores de risco patasenvolvimento da obesidade e diabetes,
consideradas epidemias mundiais (WHO, 1998; POPRIDAK, 1998).

2.1 CORACAO E OBESIDADE

Define-se a obesidade por um estado de acumuls@Exoede gordura nos tecidos adiposos,
resultante de um desequilibrio energético cronimm,qual o consumo elevado e continuo de
calorias € responsavel por ocasionar prejuizosides&atores bioldgicos (predisposicao genética),
comportamentais e ambientais interagem na regulaigAdoalanco energético positivo e na
manutenc¢ao das reservas de gordura (WHO, 2000).

Uma das preocupagbes com a crescente epidemiaedadatle € a sua frequente associacao
com o aumento do risco de doencas como dislipiderdiM?2, cardiopatias e HAS, as quais lesam
o0 sistema vascular e favorecem a ocorréncia deteverardiovasculares, em particular os
coronarianos (CORMICK; CLARKE, 2004; COOPER; FAIRRN, 2001).

Em 1983 iniciou-se a investigacdo sobre a correlagdire o grau de obesidade e a incidéncia
de doencas cardiovasculares, quando foram pubocasloesultados da avaliagdo em 5209 homens
e mulheres participantes do Estudo de Framinghancohclusbes desse estudo, relativas a um
periodo de 26 anos, revelaram que a obesidadeféatande risco independente para a ocorréncia
de doencas cardiovasculares (ZANELLA, 2005), e a prevencao tende reduzir em 30% a
incidéncia dessas doencas cardiacas, que atualowmrgtuem a primeira causa de 0bitos no pais
(MANSUR et al., 2001).

A obesidade pode levar a anormalidades como aéesia a insulina, definida pela ineficacia
da insulina em estimular a utilizacdo de glicoda pélula (ADA, 1997). A resisténcia é decorrente

da secrecdo anormal de citocinas pelos adipécdas, normalmente promovem o controle
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hormonal e neural, e na obesidade estdo desreguatiaalteracdo morfofuncional nessas células.
A producéo desregulada dessas citocinas, resultamesgpostas antagonistas a acdo da insulina,
devido as suas altas concentracdes de dNfator de necrose tumoral alfa), interleucinal6g),
leptina, e resistina (ROSMOND, 2004; CAMPOS et 2006). Reciprocamente a resisténcia a
insulina primaria também leva ao excesso de gofd@@@UTINHO; BANDEIRA, 2003), resultante
das elevadas concentracfes de acidos graxos (A@s) na circulacdo, que levam a modificacbes
na acao e na dinamica da insulina nos tecidos daulniesquelético, figado e pancreas (FONTES,
2003; MANCO; CALVANI; MINGRONE, 2004).

A ocorrécia da obesidade esté relacionada ao dalsenento de varias patologias associadas a
disfuncbes no sistema cardiovascular, 0 que prowmsaaumento consideravel dos niveis de
morbimortalidade, devido a modificacdes estrutuealsemodinamicas frequentes, e muitas vezes
precoces (MELANSON et al., 2001; POIRIER; ECKELO2D

Nos individuos com sobrepeso, a volemia aumentagda b uma série de mecanismos
compensatorios, relacionados a hipertrofia cardiacaao comprometimento da circulacao
coronariana (OLIVEIRA, 2005; SANTOS, 2005). A hipefia cardiaca pode ser definida como o
aumento da massa cardiaaggvido ao crescimento do miécito e/ou do tecido judivo
(MORGAN; BAKER, 1991), que surge como um remodelatmeardiaco, devido a uma resposta
compensatoria do miocardio ao trabalho aumentado. estar relacionada a condi¢cdes
fisiopatoldgicas, como a hipertenséo arterial, des@eia um elevado risco de morbimortalidade,
predispondo a ocorréncia de morte subita, arritmiestriculares, isquemias miocardicas e
disfuncdo ventricular sistdlica e diastolica (SARAl 1997; FRIMM, 1998). A hipertrofia
cardiaca pode ser identificada pelos seus pade€mséjricos de adaptacdo, como concéntrica ou
excéntrica, considerando o nivel de massa tecielualrelacdo entre a espessura da parede e o
tamanho da camara cardiaca. As hipertrofias comncéstcaracterizam-se por um aumento da
resisténcia a ejecdo ou a sobrecarga de pressaiitanglo em uma maior espessura da parede e
reducdo dos diametros ventriculares. As hipertsofexcéntricas surgem em provimento da
sobrecarga de volume sanguineo, levando a um aordanéspessura da parede e dos diametros
ventriculares (MILL; VASSALLO, 2001).
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2.1.1 Disfuncéo endotelial na obesidade

O armazenamento do excesso de lipidios circulatesdipocitos para posterior lipdlise, leva
ao aumento da massa de gordura, hiperplasia erbieedessas células. Essas alteracdes por sua
vez, provocam anomalias no reticulo endoplasm&iamas mitocondrias, que contribuem para
disturbios intracelulares e sistémicos, tais comestimulacdo de um estado proé-inflamatorio,
resisténcia a insulina, e a alta producdo de AGlasionando em uma producdo excessiva de
toxinas metabdlicas, que comprometem a sensibédidaidsulina e, consequentemente, a disfuncéo
endotelial (GILL et al., 2005; de FERRANTI; MOZAFRAAN, 2008;).

A disfuncédo endotelial pode ser caracterizada comocomprometimento da regulacdo do
tbnus vascular, associada ao relaxamento do emgjadécorrentes do desequilibrio na producéo
endotelial de mediadores vasoativos, destacandene estes o Oxido nitrico. Alteragbes na
agregacdo plaquetaria, na coagulacdo e fibrinotae, fatores que também podem ajudar no
comprometimento da regulacdo do ténus vascular (BOMLI; VANHOUTE, 1999).

A disfuncéo endotelial ndo é exclusividade da alzeld, e esta presente em diversas doencas
metabdlicas e/ou cardiovasculares, como no diale¢dgus, HAS e dislipidemia. A resisténcia a
insulina aparece como um ponto em comum em todsss eencas, apresentando-se fortemente
associada a disfuncédo endotelial, que pode seicagpl pelo comprometimento da mesma via de
metabolizacdo, independente da doenca de base @ERIRI et al.,, 1997; HSUEH; LYON;
QUINONES, 2004; MEYERS; GOKCE, 2007) .

A via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-quinaselné&esponsavel pela promocao da captacdo de
glicose nos tecidos-alvos, como também esta reladm a regulacdo da producdo endotelial de
oxido nitrico, que se difunde através das membraehdares das paredes arteriais, afim de
promover o relaxamento do muasculo liso dos vasngusaeos, reduzindo a resisténcia vascular.
Com a resisténcia a insulina a via PI3-quinase éomprometida, resultando em restricdo da
captacdo de glicose, reducdo da vasodilatacdoemd®dgimento de vasoconstricdo, aderéncia de
leucdcitos nos vasos, e a ativacdo de plaguetasterjpr trombose, fatores estes que conduzem a
disfuncdo endotelial e HAS. No individuo obeso a@sisténcia a insulina, a dosagem requerida
desse hormonio para que seja desencadeante deedutdio da resisténcia vascular, acaba sendo
guatro vezes superior a aguela necessaria em uvidno de menor peso (SUTHERLAND;
MCKINLEY; ECKEL, 2004; de FERRANTI; MOZAFFARIAN, 208; CARVALHO; COLACO;
FORTES, 2006).
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Outros possiveis mecanismos que podem favorecé&vacéo da resisténcia vascular sdo a
glicacdo de proteinas e o aumento de produtossfuhaiglicacdo avancada. Estes podem formar
ligacbes com as moléculas de colageno na pareeleagrtevando a uma menor distensibilidade
vascular (SCHRAM et al., 2004).

2.1.2 Doenca arterial coronariana (DAC) na obesidas

As doencas cardiovasculares representam a prindpaba de mortalidade nos paises
industrializados, sendo a DAC a mais frequente. e€edvolvimento da DAC relaciona-se com a
obesidade, o diabetes, a hipertensdo arterial dishgidemias, problemas reforgcados por habitos
alimentares inadequados e sedentarismo. Entre astbssidade é um preditor independente para a
DAC (SILVA et al., 2012).

A obesidade resulta no aumento da deposicdo deirgoperivascular em torno do coragéao e
dos seus ramos principais. Este tecido adiposo @tahe em torno dos vasos sanguineos, faz com
que o0 excesso de producdo de citocinas pro-inftamaat e profibroticas, desencadeiem em
inflamacdes relacionadas a aterogénese, com cargegqaumento da espessura da camada intima-
meédia, e diminuicdo da distensibilidade arterid0@FAFSON, 2010).

Nas ultimas duas décadas, o crescente desenvoteimencampo da biologia vascular, tem
esclarecido que as lesdes ateroscleréticas congmeeem uma série de respostas celulares e
moleculares, altamente especificas, dinamicassenemlmente inflamatérias (ROCHA; LIBBY,
2009).

O processo aterosclerotico apresenta varios maesdmflamatérios em concentragdes
aumentadas, sendo mais evidentes em individuoo®leeslislipidémicos. Esses marcadores sao
substancias bioativas com acao local ou sistérdianadas de adipocinas, na qual englobam todas
as proteinas ou peptideos secretados pelos adip¢SIANTOS et al., 2008).

Dentre as suas fungdes, as adipocinas aumentangracd® dos mondcitos circulantes nos
vasos sanguineos, que se diferenciam em macrééagaderirem ao endotélio da parede vascular.
Esses macréfagos migram para o intersticio e feguocias particulas de colesterol de baixa
densidade (LDL), resultando nas células espumagas,se acumulam dentro das paredes dos
vasos, formando estrias gordurosas, que por Ultiamsformam-se em placas ateroscleréticas (van
LEEUWENEet al., 2008).
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As lesdes avancadas decorrente desses processagmba luz do vaso, reduzindo o raio e a
passagem de sangue por essa artéria, que com aporte de oxigénio, predispde a eventos de
isquemias agudas, que compreendem os quadros de ®A@benca vascular periférica
(FRANCOSO; COATES, 2002). Com a ruptura das pla=asteroma, fatores vaso-ativadores do
tecido endotelial sdo expostos na circulagéo sistrativando a cascata de coagulagcéo e causando
a formacéo de trombos (DARVALL et al., 2007).

2.1.3 Hipertensao arterial sistémica na obesidade

A HAS, definida como uma condi¢c&o de origem muitifeal, caracterizada por niveis elevados
e sustentados de pressao arterial, constitui unoriote fator de risco para a morbimortalidade
cardiovascular. Sdo observados que pelo menos,da@%pacientes hipertensos nédo-tratados, sao
portadores de uma insuficiéncia cardiaca (HIMMELM®NL999; SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2010).

A prevaléncia da HAS associada ao excesso de gpsgsenta-se trés a cinco vezes maior em
comparacao com individuos dentro da faixa de pdsal i(PARVING et al., 2008). Em 2007,
Chiolero e colaboradores, conduziram um estudoreleafeéncia de hipertenséo, e concluiram que
esta condicdo € atribuida ao excesso de peso sidalle em 37% dos casos. Na Suica, Maggio e
seus colaboradores (2008), apontaram uma asso@ag&ocriancas obesas e hipertensao sistolica
em 47,6% dos pacientes, bem como um aumento pakiedlassa ventricular esquerda, causada
pela pressao arterial sistémica.

Devido aos elevados niveis de AGL e ao metabolianmmrmal da glicose, acompanhados da
resisténcia a insulina, o aumento da pressao armte surgir, devido ao resultado tanto da sua
associacdo com a rigidez da parede arterial nAmd@es endoteliais, como na formacao de placas
aterogénicas nas doencas arteriais coronarian@stieaa, que impdem ao coracdo sobrecargas
mecanicas, que resultam na hipertrofia ventriq@&STRO CABEZAS et al., 1993).

O mecanismo compensatério da hipertrofia nos hepeds decorre do persistente aumento da
pos-carga ventricular, esta se associa a alterag8esiturais e funcionais do miocardio,
promovendo espessamento absoluto ou relativo daslggmadas camaras. Esse processo acontece
devido ao aumento nas dimensfes dos cardiomidécéogxpansdo da massa mitocondrial,
multiplicacdo em paralelo do namero de miofibri,0 aumento de deposicdo da matriz
extracelular (BRISTOW, 1999; MACIEL, 2001).
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As alteracfes ocasionadas através dos mecanismapgabs, tém por funcdo atenuar o efeito
da sobrecarga de presséo, que a hipertensdo prauobke a parede do ventriculo esquerdo, para
preservar a funcéo sistolica global do coracdo.t@m esse mecanismo provoca também uma
concomitante reducdo na contratilidade de fibrascérdicas, deliberando em alteragbes na
expressdo génica de proteinas contrateis cardi@cpsg aumenta o risco cardiovascular, expresso
pela insuficiéncia cardiaca e morte subita (BRISTQ\®R9; DUNN, 1999; SWYNGHEDAUW,
1999).

2.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE OBESIDADE E DIABETES

Em estudos experimentais a inducéo da obesidadegwrdealizada em animais, atravées de
alteracbes nos mecanismos neuroenddcrinos, aliment@ na manipulacdo genética (VON
DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006).

A administracdo de glutamato monossadico tem sidibonusado na inducéo da obesidade
em ratos recém-nascidos, por provocar a destrdgdbipotalamo ventromedial, desencadeando
numa falta de controle do eixo hipotalamo-pituéague estao relacionados com a absorcéo e gasto
de energia, além da hipofagia e hipoatividade. Emegtudo foi demonstrado que o glutamato
induziu distarbios metabdlicos associados comesstoxidativo, mesmo na auséncia da obesidade,
além de promover o aumento da glicose, insulinae etridcilglicerois, o que resultou numa
resisténcia periférica aumentada, e nos altosdesleptina (MORENO et al., 2005).

A obesidade induzida através da lesdo neuroem@gddi primariamente descrita por Saito
e colaboradores (1985) e, recentemente aprimo¢aatdlizada com a ajuda de uma corrente elétrica
de 1,2 mA com a duragao de 4 segundos, sendodap&tivezes em intervalos de 30 segundos, 0
gue causa a destruicao bilateral dos nucleos hgpoizos, que conduzem a obesidade através da
hiperfagia. O mecanismo envolvido neste processiaaido € conhecido. Mas a teoria inicial dessa
técnica, € que as deposicbes de ions de ferroadasispelas introducdes dos eletrodos no
hipotalamo, leva a destruicdo do nucleo hipotaléraitongo prazo.

Outros estudos experimentais trazem a dieta hildeica como 0 modelo mais simples de
inducdo da obesidade, e que comprovadamente leeacasso de gordura corporal em macacos,
caes, suinos, esquilos, hamsters e ratos (WILLBY8;1KATAN, 1999). Existem varios tipos de
dietas para induzir obesidade, sendo as mais eficazjuelas que contém a adicdo de hidratos de

carbono ou gordura, acredita-se que essas dietaizaam a hiperfagia, ou causem alteracdes
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metabolicas independentemente (WEST; YORK, 1998)ccpor exemplo, a reducéo na secrecao
de leptina ou limitagdo na sua capacidade de aiy@¢AISLIE et al., 2000)A grande similaridade

e homologia entre os genomas de roedores e hunagabsm tornando esses modelos animais,
numa importante ferramenta para o estudo da olusida

Nos ultimos anos, animais geneticamente modificamlasanimais knockout tém sido
produzidos para o estudo de novos genes que sdaats para influenciar a taxa de obesidade,
camundongos geneticamente ob-/ob- (deficiéncizplink) e db-/db- (deficiéncia de receptores de
leptina) s&o utilizados para o desenvolvimento ddefo de obesidade e também de DM2, onde os
animais desenvolvem resisténcia a insulina comringéinemia e hiperglicemia (POORNIMA;
PARIKH; SHANNON, 2006).

Modelos experimentais utilizando camundongos CH%/BHlimentados com dieta
hipergordurosa tém demonstrado um desenvolviment® a@besidade, hiperglicemia,
hiperinsulinemia, hiperleptinemia, dislipidemiatalerancia a glicose e resisténcia a insulina,
caracterizando corretamente a condicdo de obesidadehumanos (COLLINS et al., 2004;
GALLOU-KABANI et al., 2007). As manifestacOes cadas desses modelos de obesidade e DM2,
ainda ndo foram bem estudadas, porém sdo encostriadiicios do desvio de substratos
metabdlicos no inicio da administracdo da dietergiprdurosa, progredindo posteriormente para a
obesidade (WRIGHT et al., 2009).

Experimentos com ratos Zucker sdo utilizados paeneolverem uma predisposicao
genética a hiperglicemia, a hiperleptinemia levaadoma consequente obesidade, bem como a
hiperlipidemia, e hiperinsulinemia. Ratos Zuckeydninsulinémicos exibem hipertrofia miocardica,
e graus variaveis de anormalidades diastdlica (YGUNICNULTY; TAEGTMEYER, 2002;
FANG; PRINS; MARWICK, 2004; ANEJA et al., 2008).

A obesidade aumenta o volemia sanguinea e o déditbhaco, propiciando uma carga de
trabalho cardiaco maior, devido ao aumento da glivasimpatica, a frequéncia cardiaca é
ligeiramente aumentada também, sendo 0s pacieés®® mais provaveis de serem hipertensivos
do que os pacientes magros (MESSERLI et al., 198%Em independente da pressao arterial e da
idade, a obesidade por si s6 aumenta o risco dertrbfia Ventricular Esquerda (HVE), incluindo
a remodelacdo concéntrica (LAVIE et al., 2007).efdtdes no atrio esquerdo também aparecem
consequentes ao aumento do volume sanguineo cteulaem como o enchimento diastdlico
anormal do VE. Além de desencadear anormalidadegasis no VE e a propensao para arritmias
ventriculares, a obesidade também tem efeitos sdsesobre a funcdo diastdlica e sistdlica
(ALPERT, 2001).
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Contudo, existem importantes ressalvas ao tradiescobertas observadas em modelos
animais, para os seres humanos, uma vez que mgeiwohal e fisiologia cardiaca ndo sao os
mesmos. A frequéncia cardiaca é diferente em resdoseres humanos, e os modelos de roedores

sdo menos provaveis de desenvolver doenca damsaKéronarias e isquemia cardiaca.

2.3 FATOR ESTIMULADOR DE CELULAS GRANULOCITICAS (&SF)

Em 1960, dois grupos de pesquisa desenvolveram ltameamente, métodos para
proporcionar o crescimento de colonias de granua®e mondcitos, a partir da medula 0ssea de
rato ou células de baco em 4gar semi-sélido. Feemdo que o crescimento dessas colbnias eram
dependentes da presenca de fatores até entdo klesicms, denominados como fatores
estimuladores de colonias (CSF). Muitos laboragbniabalharam até meados da década de 1980, a
fim de identificar e purificar bioquimicamente es$&SF, revelando a existéncia de ndo apenas um
tnico CSF, mas sim quatro tipos bioquimicamenteerdiftes, e com atividades colbnia-
estimuladoras diferentes. Esses fatores foram ifotaskds como citocinas indutoras da
granulopoiese, e foram apresentadas como: Fatamudstior de coldnias granulociticas e
macrofagos (GM-CSF); fator estimulador de col6reagcanuldcitos (G-CSF); fator estimulador de
colonia de granuldcitos e mondcitos (MG-CSF) e mlgsl interleucinas (IL-1, IL-3, IL-5 e IL-6),
capazes de regular respostas imunolégicas e infi@ias, além de participarem ativamente dos
processos de cicatrizacdo e hematopoiese atravestidaulacdo do processo mitético, diminuicédo
do tempo de maturacdo e maior liberacdo de grammsdpara o sangue periférico (FELDMAN;
ZINKL; JAIN, 2000; STOCKHAM; SCOTT, 2002; METCALR2010).

O G-CSF é uma glicoproteina produzida por céluasnédula 6ssea, que encontra-se em
baixos niveis circulantes sob condicdes fisiolGgligerém em condi¢cdes patologicas, citocinas pro-
inflamatorias e inUmeros outros fatores associamgrocesso inflamatorio, podem elevar as
concentracdes desse fator, aumentando a comunidagg@eCSF com o seu receptor (G-CSFR), o
gue promove a modulagdo da resposta imune e oorépadual (DEMETRI; GRIFFIN, 1991;
STTITES; TERR; PARSLOW, 2004).

As células de defesa leucocitarias sdo produzidasnadula é6ssea e dividem-se em
granulécitos (neutrofilos, eosindfilos e basdfilesinononucleares (mondécitos e linfécitos). Todos
eles se originam da mesma célula tronco pluripéérgue tem capacidade de se auto-replicar e de
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se diferenciar nas unidades formadoras de col&Gmacéficas, dependendo do fator estimulador ao
gual forem submetidos (JAIN, 1993).

Os neutréfilos constituem a primeira linha de defe® organismo, participando de
processos inflamatdrios, infec¢des, principalmérateterianas, e lesdes teciduais, com a utilizacdo
dos seus granulos e enzimas proteoliticas que aheamrocesso da digestdo de antigenos. A
cinética dos neutréfilos dentro dos vasos se dondbasicamente de rolamento pelo tecido
endotelial, adesdo a célula endotelial do locabbtfo na quimiotaxia, migracdo para o tecido
lesado e fagocitose de substancias estranhas atisimyp (STOCKHAM; SCOTT, 2002).

O G-CSF desenvolve importante papel na granuloppiestimulando a medula éssea a
aumentar a liberacdo de neutrofilos maduros do edingento de reserva para a circulacdo, a
proliferacédo e maturacao de precursores granugosig aumentar a funcdo dos neutrofilos, através
da sua capacidade de fagocitose, quimiotaxia eadet@igdo (HENRY; BUSS; LOTHROP, 1998;
REWERTS; HENRY, 1998; FELDMAN; ZINKL; JAIN, 2000)Além do G-CSF agir em
precursores granulociticos aumentando o niumeriuecdo dos neutréfilos, também esta associado
a supressao da apoptose, levando ao aumento danedia destas células (MISHU et al., 1992;
HENRY; BUSS; LOTHROP et al., 1998).

Na prética clinica o0 G-CSF é uma droga de uso difllmpara o tratamento de neutropenia
induzida por agentes quimioterapicos, ou transeldet medula 6ssea. Novas pesquisas no campo
da medicina regenerativa utilizam o G-CSF no tratstm das doencas cardiacas e pulmonares,
sobretudo nas cardiomiopatias de diversas etidagimfarto agudo do miocardio, devido as suas
propriedades como agente mobilizador de célulasumeras e de regeneracdo tecidual
(FUKUHARA et al., 2004; MACAMBIRA et al., 2009; FORJNATO et al., 2013).

Uma das hipéteses para a regeneracdo do miocadiiaida pelo G-CSF € que as células
da medula éssea recrutadas por este fator migrg@aao miocardio lesionado e se diferenciariam
em cardiomiécitos e células vasculares, contribuindo apenas para regeneracdo do tecido
cardiaco como também para a neovascularizacdo téegle (BALSAM et al., 2004; MURRY et
al., 2004). Alem disso, 0 aumento da expressaoodexina 43 contribuiria diretamente para a
reducdo das arritmias cardiacas (MILBERG et afl,120

Dentre os resultados observados em cima das ag@eserativas na estrutura cardiaca, a
restauracdo da funcdo mecéanica do miocardio, redughd tamanho da area infartada, e o
restabelecimento das juncdes comunicantes entrmi@sitos, sdo alguns dos resultados que
favorecem a reducdo nas alteracOes elétricas casdieomo as arritmias. Outros estudos
evidenciam que o GCS-F auxilia na neovascularizagéidiaca, tornando-o um fator protetor dos
cardiomidcitos (ADACHI et al., 2004; HASEGAWA et a2006; TATSUMI et al., 2008). Embora
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0 mecanismo exato ainda ndo seja completamentereengdo, presume-se que o G-CSF atue
diretamente em seu receptor especifico express@ardgomiocitos, ativando a via da Jak/Stat o
gue proporcionaria a regeneracao tecidual (HARADAl.¢ 2005).

Apesar destes resultados promissores com G-CSFhadestudos especificos sobre o
potencial terapéutico do uso desta citocina noarmahto da obesidade, e das complicacdes
cardiacas advindas dessa patologia de dificilnratdéo. Portanto, torna-se de grande relevancia a
investigacdo de uma nova estratégia terapéuticeabda no uso do G-CSF sobre as disfuncdes
cardiacas e metabdlicas decorrentes da obesidadezida por uma dieta hipercalérica em
camundongos C57BI/6, visando o desenvolvimento legagbes cardiacas, a fim de avaliar os

efeitos do GCS-F sobre o miocardio destes animais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Nesse estudo foram utilizados 30 camundongos matzhtishagem C57BL/6, provenientes
e mantidos no biotério do Centro de Biotecnologifieeapia Celular - Hospital S&o Rafael/Ba.
Durante a realizagdo desse estudo 6 animais vierdlnito, sendo excluidos nas analises dos testes
experimentais, restando 24 camundongos que forahzadbs até o final do estudo. Os
procedimentos experimentais realizados foram aplas/@elo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA- 017/2012) da Fiocruz/BA.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os 24 camundongos C57BI/6 machos com 5 meses de elaom uma média de peso de
31g, foram submetidos a testes bioquimicos, antnépficos e funcionais cardiacos a fim de
caracterizar os valores encontrados nesses anamigds da indugdo da obesidade com uma dieta
hipergordurosa.

Os animais foram separados em dois grupos, o glop@amundongos alimentados com a
racao hipergordurosa dugh fat (HF) (n=16) que na sua composi¢ao possuia 58%degbrdura,
desenvolvida pela Research Dieldey Brunswick, NJ, EUA durante 38 semanas, periodo no
qual desenvolveram obesidade, e o grupo dos anic@gsrole (CTRL) (n=8), que foram
alimentados com uma dieta balanceada através da paglrdao comercial Nuvilab CR1 produzida

pela NuvitaP (Paran4, Brasil) administrade libitum em comedouros suspensos.
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Tabela 1. Composicao das racoes padréo e hipergonmsa

Produto Padrao Produto Hipergordurosa
Kcal % Kcal %
Proteina 30.13 16.4
Carboidrato 57.54 25.5
Gordura 12.33 58.0
Total 100 100

Fonte: www.researchdiets.com e www.nuvital.com.br

Apbés 38 semanas de inducdo, o grupo dos camundoggesreceberam a racdo
hipergordurosa (HF) foram divididos de maneiratéigéa em dois grupos experimentais: (i) tratado
com G-CSF recombinante (G-CSF) (Filgrastim - 20fkg/glia) via intraperitoneal durante 5 dias
por 3 ciclos com intervalo de 7 dias entre cad# din= 8) e (ii) administrado salina (Salina)
(100ul) via intraperitoneal durante 5 dias por @ad com intervalo de 7 dias entre cada ciclo (n=
8). Nesse periodo o grupo tratado e nao tratadwativ a dieta hipergordurosa substituida pela
racdo padrdo comercial, a fim de avaliar os possiefeitos benéficos apenas com a retirada de
uma dieta altamente gordurosa.

A inducdo da obesidade foi monitorada através ddigdes mensais do peso corpoéreo,
glicemia de jejum, e também por testes de toleadaaglicose trimestrais que sao indicativos de
resisténcia a insulina. A analise bioquimica doest@rol total e a concentracdo sérica da
adiponectina foram realizadas no 9° més de indugéofato de que alteracdes metabdlicas
instaladas sdo melhores observadas com maiore®dedepinducdo e 2 meses (13° més) apds o
término do tratamento com G-CSF e concomitanteadsi da inducdo. Nos periodos da pré-
inducao (T0), no 3°, 6° e 9° més de inducao cometa Hipergordurosa e apds o tratamento no 13°
més, o0s animais de ambos os grupos foram submetédoanalise funcional cardiaca
(eletrocardiograma, ecocardiograma e ergometriéijn ae verificar o comprometimento cardiaco
nesse modelo. Ao final do experimento os animaenicsubmetidos a eutanasia.
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Figura 2. Representacao esquematica do desenho expental.

3.3 MENSURACOES DE GLICEMIA EM JEJUM E PESO CORPQRA

A glicemia de jejum e o peso corporeo dos animaiani monitorados mensalmente. As

medicdes individuais de peso foram acompanhadasccanxilio de uma balangca semi-analitica
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(Tepron — Equipamentos, Sao Paulo, Brasil), de #ommacompanhar o desenvolvimento da
obesidade. A glicose sanguinea foi mensuradawapgseriodo de 7 horas de jejum, com amostras
de sangue coletadas da extremidade da cauda dmdango e leitura feita em glicosimetro Accu-

check (Roche diagnostics, Mannhein, Alemanha).

3.4 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE

Os testes de tolerancia a glicose (TTG) foramzadbs no § 6°, e 9° més de inducdo com
a dieta, € meses (13° més) apds o tratamento com G-GSFoero@ante retirada da inducgédo, a
fim de avaliar a intolerancia a glicose, caractiedsda obesidade. Para tal, os camundongos foram
mantidos em jejum durante 4 horas, sendo retiratita amostra de sangue da ponta da cauda para
caracterizar a glicemia apos o jejum (tempo 0)seguida foi injetada uma solug&o contendo 2g de
glicose (Sigma, St. Louis, MO, EUA)/kg de peso darel, diluida em salina e administrada via
intraperitoneal. Amostras de sangue da cauda fo@ramente colhidas nos periodos de 15, 30, 60
e 120 minutos apoés a injecao de glicose, para acawdos niveis de glicemia em glicosimetro
Accu-check (Roche diagnostics, Mannhein, Alemanks.valores obtidos foram utilizados na

construcdo da curva de tolerancia, no software lGPaal Prism 5.0.

3.5 COLETA DE SANGUE

As coletas sanguineas foram realizadas nos anantes da inducdo com a dieta (T0), nos
periodos de 3, 6, e 9 meses de inducdo, com amastieadas pelo plexo retro-orbital dos
camundongos com o auxilio da pipeta Pasteur cdateaparina, e 2 meses apos o tratamento com
G-GSF, onde as amostras foram colhidas do plexqulaia As amostra de sangue total foram
centrifugadas e separadas para o isolamento dagserpossibilitou as avaliagdes bioquimicas do
colesterol total e insulina sérica, bem como aiayab da concentracdo de adiponectina pelo
método deEnzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA).
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3.6 PARAMETROS BIOQUIMICOS DO SORO

Para tal, foi utilizado o equipamento Celm SBA 2@MELM - Cia. Equipadora de
Laboratérios Modernos, Barueri - SP, BRA) da Chnieterinaria CITIVET, Salvador — Bahia.
Foram mensurados os niveis de colesterol totah alé avaliar uma possivel hipercolesterolemia, e
a insulina sérica com o intuito de captar a preselechiperinsulinemia, achados caracteristicos da

obesidade.

3.7 QUANTIFICACAO SERICA DE ADIPONECTINA

A adiponectina foi quantificada no soro dos camwmgds pela técnica de ELISA sanduiche
usando kits Duoset ELISA Development System (R&Dst&ys, Minneapolis, EUA) para
adiponectina. Resumidamente, placas de 96 pocoBI(INUIMMUNO PLATE Maxisorp Surface)
foram sensibilizadas com 50 pL do anticorpo de wapfanticorpo monoclonal purificado anti-
adiponectina), diluido em PBS, a 4°C durante anoit

Apos lavagens, a reacao é revelada com 50 pL/pe@wldcéo reveladora contendo 10 mL de
tampao citrato-fosfato 1 M, 2 pL de H202 e umaifpesiTMB (Sigma, St. Louis, MO, EUA). O
blogueio da reacdo é feito através da adicdo dpl3Poco de acido fosforico diluido 1:20. A
leitura da densidade optica € determinada por tsp&mmetro (Spectra Max 190 - Molecular
Devices, California, EUA), no comprimento de onda4b50 nm. As analises sdo realizadas no

Software Softmax 4.3.1 (Molecular Devices, CalifaricUA).

3.8 ANALISE FUNCIONAL CARDIACA

As andlises funcionais cardiacas foram realizadasanimais nos seguintes periodos: antes
da introducdo da dieta (T0), n8, 8°, e 9° més de inducdo com a dieta neeses (13° més) apds o

tratamento com G-GSF.
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3.8.1Analise ecocardiogréafica

Para o exame ecocardiografico os animais foranmtesiados com isofluorano de agéo geral
administrado por via inalatéria, em concentracéasando de 0,5 a 2%, de forma a manter a
frequéncia cardiaca acima de 350 bpm (STYPMANN,72000go apds o animal foi colocado em
decubito dorsal numa mesa movel aquecida a 37a1@, @ aquisicdo das imagens nas diferentes
janelas acusticas. As patas dos camundongos fobeada$ nos sensores correspondentes a
aquisicdo do tracado eletrocardiografico e, emidagtoi realizada a tricotomia do térax.

As imagens do coracdo foram obtidas com a utilzalg@ equipamento Vevo 770 (Visual
Sonics, Toronto, Canada), com o transdutor de 30Nhozlelo RMV 707B (Visual Sonics)
desenhado especificamente para pequenos roedoogscigndo um elevado detalhamento da
anatomia cardiaca e quantificagdo dos para@metrosdiramicos. As vistas obtidas foram as vistas
longitudinais e transversais do paraesternal @ apical das 4 camaras do coracdo para avaliacao
do fluxo mitral e da velocidade da fracdo de ejedd@o/E através do Doppler. Os exames foram
gravados no disco rigido do proprio equipamenta pasterior medi¢cdo e obtencdo dos resultados,
imagens, videos e tabelas.

A avaliacdo ecocardiografica transtoracica foi iraala utilizando como ferramentas de
estudo: 0 modo unidimensional (M-Mode), que pobwhi a visualizacdo e mensuracao da
mobilidade da parede ventricular detectando anadad¢s mecanicas; com o bidimensional (B-
Mode) visualizou-se estruturas anatdmicas que @eten alteracdes morfolégicas; e o Pulse Wave
Doppler Mode que quantificam a hemodinamica desiat cardiovascular através da mensuracao
do fluxo sanguineo.

A funcado sistdlica do VE foi avaliada utilizando gmelas paraesternal longitudinal,
paraesternal transversal e a paraesternal difeée a captacdo da imagem no eixo longo do
coracao, o transdutor era disposto longitudinalmet corpo do animal, nas mediacdes da regido
esternal, com o animal em posicdo supina e parafelsolo. Na imagem era possivel visualizar
ventriculo direito (VD), septo interventricular, Varede posterior do VE, atrio esquerdo (AE), via
de saida do VE e a artéria pulmonar. Nesta janélaaicado o encurtamento do eixo maior de VE,
responsavel por cerca de 20% da fracdo de ejeadm,ppsterior calculo da funcdo cardiaca pelo
meétodo de Simpson.

Apos a aquisicdo desta imagem, o transdutor fadgide forma a ficar com seu maior eixo
perpendicular ao maior eixo do animal. Um cortealaxio coracdo foi obtido, sendo possivel

visualizar o septo interventricular, VE, paredetposr e VD. Nesta janela, foi tracado o modo-M
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na altura do musculo papilar. O diametro ventricldaas paredes septal e posterior foram
mensurados em cinco ciclos cardiacos seguidosp sstds valores também utilizados no célculo
da massa de VE. Entre a valva mitral e o mascupilgrzaao nivel deste, abaixo, e préximo ao
apice do VE foram adquiridas imagens do ciclo @mali que possibilitaram o delineamento do
endocardio, na diastole e na sistole. Esses valeré#stole e sistole do eixo curto, agregados aos
valores relativos ao encurtamento do eixo longtraesmm na férmula de Simpson para calculo dos
volumes diastolico e sistolico finais.

Volume sistélico, fracdo de encurtamento, fracdo efexzd0 e débito cardiaco foram
calculados a partir dos valores de volumes diast@i sistélico finais. Com o transdutor disposto
novamente de forma longitudinal, agora com a meslinada para esquerda (animal em decubito
esquerdo relativo), foi captada imagem da via deasde VE, aorta ascendente, porcéao inicial da
aorta descedente e artéria pulmonar direita. Nagtla, colocou-se o cursor do doppler pulsatil
paralelo ao fluxo, na via de saida de VE, captaddeta forma, a integral velocidade-tempo do
fluxo adrtico. O Volume sistdlico foi obtido peloguuto da area de seccéo transversa e integral
velocidade-tempo (QUINONES et al., 2002).

3.8.2Analise eletrocardiografica

Apos a inducdo de anestesia geral por isoflurasonmesmas concentracdes de 0,5 a 2%,
foram iniciadas a aquisicdo dos registros eletobograficos com equipamento Bio Amp
PowerLab (PowerLAb, ADInstruments, Australia), quermite registro de sinais bioldégicos em
animais com total isolamento elétrico. Os dadoanfoadquiridos, armazenados em computador e
analisados no programa Chart 5 for Windows (Poveds; IADInstruments, Castle Hill, Australia).
A fim de minimizar as interferéncias do ambientbreaos registros foi utilizado um filtro de corte
de 1 a 100 Hz. Os registros foram obtidos na defivd1.

As andlises de ECG incluiram as seguintes meditaguéncia cardiaca (FC); intervalo PR
(IPR); intervalo RR (IRR), amplitude do QRS (AmpQR8uracédo de onda P (P); amplitude da
onda P (AmpP); intervalo QT (IQT) e presenca dinaias.

A frequéncia cardiaca foi calculada diretamenteo gglograma usando o algoritmo de
deteccdo derivado do complexo QRS no qual o picoodda R pode ser identificando
automaticamente. O IPR foi mensurado do iniciomtdad® até o inicio do complexo QRS. O IRR

foi medido a partir da distancia entre o iniciodd@s ondas R. A AmpQRS foi medida do inicio do
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complexo, a partir da linha isoelétrica, até o plodQRS. O comprimentda onda P foi medido do
inicio até o ponto do retorno a linha isoelétris@mpP foi mensurada a partir da linha isoelétrica
do inicio da onda P até o pico de onda. O IQT fedialo do inicio do complexo QRS até o final da
ondaT.

Os célculos das duracdes das ondas foram realizagtosnaticamente colocando-se o
cursor ao longo do registro em um ponto de esadthabservador e as medidas dos valores das

meédias foram determinadas em 14 ciclos cardiaaesecativos ao longo do registro de ECG.

3.8.3Analise ergométrica

Individualmente os camundongos foram colocados era asteira propria para pequenos
roedores, dentro de uma camara de acrilico murgdsstimulo elétrico (modelo LE 8700, Panlab,
Barcelona, Espanha) para incitar o exercicio naauodongos.A velocidade da esteira e a
amplitude do choque foram controladas pelo equipémkeE 8700 — Treadmill Control (Panlab),
assim como o fluxo de ar na camara foi controlamtoupn trocador de gases (LE 400, Panlab).

O animal foi colocado na esteira 30 minutos anegefitiar o exercicio para adaptacao ao
ambiente. A velocidade inicial foi de 6 cm/s corar@mentos inicias de 6 cm/s a cada 5 minutos,
aumentando os incrementos para 12 cm/s a cadanl@asi O teste foi terminado no momento que
0 animal entrava em exaustao, isto €, permanecid@@egundos na area de choque (0,8A). O
parametro avaliado foi a distancia total percorgdkp camundongo.

Os dados foram enviados ao computador através damyptificador contendo uma placa
analdgico-digital conectado ao computador (ML 8POwerLAb, ADInstruments, Australia), e
armazenados em computador para analise no progtmst 5 for Windows (Power Lab;

ADInstruments, Castle Hill, Australia).

3.9 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Os animais foram submetidos a eutanasia 2 meseasaapétirada da dieta hipergordurosa e
terapia com G-CSF, com a administracdo de ceta(Kieeamin-S; Cristalia, Itapira-SP, Brasil) e
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xilazina (Amesadan, Vetbrand, Jacarei-SP, Brasil)dose trés vezes superior a indicada para
anestesia (100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente).

No momento da eutanasia os coracfes foram retiradtmcados em tubos de criopreservacao
estéreis, congelados imediatamente com nitrogéuiadb e armazenado em freezer -70°C, para ser
utilizado na andlise de Reagcdo em Cadeia de Pelg@em tempo real (PCR real-time).

3.10 PCR EM TEMPO REAL

O RNA foi extraido a partir das amostras de tecdlogoracdo de acordo com o protocolo
de extracdo de Chomczynski e Sacchi (1987) modificaee previamente padronizado pelo
laboratorio, sendo as amostras logo ap6s armazenaa@®°C. Para sintese de cDNA e para analise
da expressdo do RNA por PCR em tempo real, utismo kit TagMan Gene Expression Assays
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e ternotaxdor (Applied Biosystems) com etapas de
30 minutos a 16°C, 30 minutos a 42°C e 5 minutBS°&€. As sondas utilizadas pelo cDNA foram
desenhadas pela empresa (Appied Biosystems) e aaarcam o fluor6foro FAM na extremidade
5. A emissao da fluorescéncia emitida através tda@io da sonda durante a amplificacdo do
molde na reacédo de PCR foi captada pelo equipameras suas concentracfes eram diretamente
proporcionais a quantidade de cDNA da amostra. sEgares foram levados a um software
especifico que traduziu e plotou em um gréfico mesentacdo da intensidade da fluorescéncia

versus o numero de ciclos da amostra.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padranédia (SEM)para o numero (n) de
animais de um grupo.

Inicialmente para comparar as variaveis quantaatidos dois grupos em um ponto, foi
utilizado o teste t de Student para amostras imdbpges. Dois ou mais grupos foram comparados
através de andlise de variancia (ANOVA), pos-tBsteferroni e Newman-Keuls.

O nivel de significancia utilizado foi de 5%. A &sd estatistica foi realizada no software
Graph Pad Prism 5.0 para Windows (San Diego-CA, EUA
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4 RESULTADOS

4.1 PESO CORPOREO, GLICEMIA DE JEJUM

Camundongos C57BI/6 machos alimentados com a rag@&rgordurosa apresentaram
aumento do peso corporeo e glicemia de jejum quandparados aos controles. A avaliacdo do
peso e glicemia em jejum entre 0os grupos expergiemo periodo da pré-inducdo (TO) ndo
apresentaram diferencas estatisticas. A diferemita es grupos tornou-se significativa (p<0,001) a
partir da 82 semana de inducéo para o peso corfiigaca 3A) e na 42 semana (p<0,001) para a
glicemia de jejum (figura 4A) com variacoes nastaglicémicas.

Apés a retirada da dieta hipergordurosa e o térrdmératamento com o G-CSF (44 a 54
semanas) o grupo ao qual foi administrado salibteve peso acima do grupo controle, porém a
longo prazo (52 e 54 semanas) esse grupo se absenael grupo tratado e ao controle (figura 3B).
A glicemia em jejum na 442 semana ndo apresenfevedcas estatisticas entre os grupos dos
animais tratados e nao tratados e nem com o gaugoote, demonstrados na figura 4B.
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Figura 3. Pesagem dos camundongoA. pesagem foi realizada no periodo antes da ind(iE@p durante a
inducao (42 a 362 semana), retirada da inducaantento com G-CSF (392 a 43?) e pOs-tratamenta (842 semana).
(A) Os valores representam a média + SEM, 8 anighaigrupo controle (CTRL), 16 animais induzidosnca racéo
hipergordurosa a obesidade no grinpgh fat (HF), do TO até 36 semanas de indugao, sendo **§310 (B) A partir
da 40° semana o grupo HF foi divido em dois gruquos 8 animais HF tratados com G-CSF (G-CSF), eil@aia HF

gue receberam apenas salina (Salina), sendo *p<@B8,01; ***p<0,001.
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Figura 4. Glicemia de jejum nos camundongosDosagem realizada no periodo antes da inducdo (TO),
durante a inducéo (42 a 362 semana), pos-tratancentioG-CSF e retirada da racdo HF (442 a 522 sgm@x)aOs
niveis de glicose dos animais alimentados com @oragpergordurosa apds 7 horas de jejum foramfaigtivamente
superiores aqueles mantidos em dieta controleta gdarquarta semana de indugdo. Os valores regieesea média +
SEM, 8 animais do grupo controle (CTRL), 16 anintgsgrupo HF, do TO a 362 semana de inducao, sgxdh05;
**p<0,01; ***p<0,001. (B) A partir da 442 até a 588mana, os grupos HF foram divididos em 8 anitd&isratados
com G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF néo trataddingga

4.2 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE

O Teste de Tolerancia a Glicose (TTG) foi realizads periodos de pré-inducéo (T0), no
39 6° e 9° més de inducdo da obesidade com ahietegordurosa, e 2 meses apds o tratamento
com G-CSF e concomitante retirada da dieta (139,mésando identificar se os camundongos
apresentavam resisténcia a insulina. Os graficceslaseam uma intolerancia a glicose significativa
dos animais submetidos a dieta hipergordurosata gdar3° més de indugédo da obesidade quando
comparados ao grupo controle (Figura 5B), que poanti a aumentar com o decorrer da indugéo
(Figura 5C-D), demonstrandtificuldade em reduzir os niveis de glicose plagpat Nos animais
induzidosos valores glicémicos abrangentes apos duas hb2@snjinutos) da administracdo da
injecdo da glicose intraperitoneal, apresentarasuperiores em relagcdo aos valores basais (Tempo
0), refletindo numa dificuldade de retomada da eatracéo inicial de glicose, devido a reducao da
captacao e utilizacdo de glicose pelas célulasdimsais obesos.

Apo6s o0s 2 meses do término do tratamento com GeCi@lrada da inducéo, os animais de
dos grupos (G-CSF e Salina) mostravam uma toleaxdnoirmal a glicose, reduzindo o nivel
plasmatico de glicose rapidamente apos a admigéirda mesma (Figura 5E), assemelhando-se ao
grupo controle.
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Figura 5. Tolerancia a glicose(A) Representacdo dos valores glicémicos no perdladpré-inducéo (T0), e

desenvolvimento de uma intolerancia a glicose miwais do grupo HF nos periodos 3 (B), 6 (C), ®®rheses de

inducao com a dieta hipergordurosa, valores reptasea média + SEM de 8 animais no grupo con{©fRL) e 16
animais do grupaigh-fat (HF), sendo *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. (E) Dommeses apods o tratamento com G-CSF
e retirada da dieta hipergordurosa (13 meses)faram observados diferencas significativas entrgropos CTRL,
tratados com G-CSF (G-CSF), e néo tratados (Salina)
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4.3 COLESTEROL TOTAL

Foram realizadas analises bioquimicas do soroawsitdongos a fim de avaliar a concentracao
de colesterol total sérico no periodo pré-inducE®),(durante a inducéo (9° més) e no periodo pos-
tratamento e pos-inducdo com dieta hipergordurb3a iés). Os resultados apresentados apontaram
para um aumento significativo no grupo HF, indiGandn aumento das lipoproteinas plasmaticas,
caracteristica da dislipidemia e consequentemeatebesidade (Figura 6A). No 13° més, ou seja, 2
meses apos a retirada da dieta houve uma redugéficgitiva nos niveis de colesterol independente d
tratamento com G-CSF (Figura 6B), ndo havendo atifgas entre o grupo CTRL, o grupo Salina e o
grupo G-CSF.
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Figura 6. Dosagem do colesterol total séric@s niveis de colesterol foram mensurados na prézaw (T0),
aos 9 meses da indugdo e 2 meses apds o térmimatalmento e retirada da dieta hipergordurosa (@$es). (A) O
grupo dos animais HF foram significativamente sigpes ao grupos dos animais CTRL no 9° més de &wugs
valores representam a média £+ SEM, 8 animais doogr@TRL e 16 animais do grupo HF, sendo **p<0(®&).Dois
meses apos o tratamento (13° més) com G-CSF ad®tita dieta hipergordurosa, o grupo HF foi sepaead dois
grupos com 8 animais Hffatados com G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF ndadest (Salina), ndo demonstrando

diferencas estatisticas entre 0s grupos experiigenta

4.4 DOSAGEM SERICA DE INSULINA

A gquantificacdo da insulina no soro dos camundomga®alizada no 9° més de inducéo da
obesidade com o uso da dieta hipergordurosa, oaddaram observadas diferencas estatisticas

significantes entre 0os grupos experimentais (Figikae 2 meses apos o término do tratamento
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com G-CSF e concomitante retirada da dieta hipdrtgosa (13° més) (Figura 7B), apresentando o

grupo salina um aumento significativo (p<0,001) panado ao grupo controle e ao grupo G-CSF .
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Figura 7. Dosagem sérica de insulina(A) Representacdo dos valores no periodo do 9° deéinducao,
valores representam a média + SEM de 8 animaisrapogCTRL e 16 animais do grupo HF, ndo apresentand
diferenca entre os dois grupos. (B) Dois meses apéamino do tratamento com G-CSF e retirada é&adiL3° més), o
grupo HF foi dividido, em 8 animais HFatados com G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF ndadoat (Salina), valores
representam a média + SEM, sendo ***p<0,001.

4.5 QUANTIFICACAO DE ADIPONECTINA NO SORO

A adiponectina foi quantificada no soro dos camumgds no 9° més de uso da dieta
hipergordurosa e 2 meses apos o término do tratancem G-CSF e retirada da dieta (13° més).

Os valores encontrados nas dosagens de adiponedimpdasma ndo demonstraram diferencas
significantes (Figura 8A e 8B).
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Figura 8. Adiponectina no soro dos animais(A) Representacao dos valores no periodo do 8%@énducéo, valores

representam a média £+ SEM de 8 animais no grupoL&ETR6 animais do grupo HF, ndo apresentando difarentre
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os dois grupos. (B) Dois meses apds o términoatartrento com G-CSF e retirada da dieta (13° mé&gypo HF foi
dividido em 8 animais HF tratados com G-CSF (G-C®F animais HF ndo tratados (Salina), valoresesgmtam a

média + SEM, também n&o possuindo diferenca etstatisntre os grupos experimentais.

4.6 ANALISE FUNCIONAL CARDIACA

4.6.1Eletrocardiografia

Na figura 9, temos representado o tracado eletlagrafico de um camundongo do grupo
controle alimentado com dieta padrdo (A) e um caoogo alimentado com a dieta
hipergordurosa (B) no 9° més de inducao.
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Figura 9. Tracado eletrocardiografico de camundongocontrole e HF no 9° més de inducdo(A)
Camundongo do grupo controle: Ritmo sinusal norfagquéncia cardiaca - 490bpm. Intervalo PR - 40mtstvalo
QT — 25ms. Intervalo RR — 122ms. (B) Camundongagdgo HF: Ritmo sinusal normal. Infradesnivelamedto
segmento ST. Frequéncia cardiaca - 485 bpm. IitePR - 48ms. Intervalo QT- 54ms. Intervalo RR—rh22

4.6.1.1 Frequéncia cardiaca

Antes da introducdo da dieta hipergordurosa naoiahalkferenca entre 0s grupos

experimentais em relacdo aos valores de frequ@acdiaca. Contudo, a partir do 6° més apoés a
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introducédo da dieta hipergordurosa, os animaisedgsipo experimental reduziram a frequéncia
cardiaca significativamente (p<0,05) em relacdocaaa®ais controles (Figura 10A).

Dois meses apos a retirada da dieta hipergordurggapo administrado salina apresentou
uma diminuigcdo significativa (p<0,001) da frequ@ncardiaca comparado ao grupo CTRL, bem
como ao grupo G-CSF (p<0,05) (Figura 108)grupo G-CSF retornou aos niveis da frequéncia

cardiaca semelhantes aqueles observados no grojroleo
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Figura 10. Frequéncia cardiaca(A) Valores no periodo da pré-inducao (T0), no68% 9° més de inducao
da obesidade, valores representam a média + SE/adenais no grupo controle (CTRL) e 16 animaigdgo HF,
sendo *p<0,05. (B) Dois meses apods o término dartranto com G-CSF e retirada da dieta hipergordufb3® més),
0 grupo HF foi dividido em 8 animais HFatados com G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF ndadoat (Salina), que
apresentaram diferenca estatistica entre elesre@grupo Salina e CTRL, valores representamdiani¢ SEM, sendo
*p<0,05; ***p<0,001.

Em relacdo aos parametros de tempo da conducdonpolso elétrico ao longo das
diferentes regides do coracao (intervalos PR RR)eea amplitude de QRS (mv), observa-se que
antes da introducéo da dieta hipergordurosa néiea ki#erenca entre estes parametros. Observou-
se um aumento do IPR no 6° més apos a introducé@tda que coincidiu com o primeiro ponto de
reducdo significativa da frequéncia cardiaca (RidurA). Em relacéo ao intervalo RR, a alteragéo
mais acentuada foi no 9° més apods a introducadeda, gheriodo onde permanece a reducédo da
frequéncia cardiaca (Figura 11C). A retirada déadigpergordurosa com ou sem o tratamento com
G-CSF, nédo foi capaz de reverter as alteracfeslPRse IRR induzidas através da racdo. O

intervalo QT manteve-se constante ao longo do desamento deste estudo. Em relacdo a
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amplitude do QRS s6 foi observada uma diferengaifgigtiva no 9° més apods a inducédo com a

dieta, entre os grupos controle e alimentados ceta ¢HF. Dois meses apds a remocao da dieta
hipergordurosa e do tratamento com GCS-F, a ardplitlo QRS permaneceu elevada somente no
grupo Salina, enquanto os grupos controles e Gf@&Hiveram-se nos niveis observados antes da

introducgéo da dieta.
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Figura 11. Parametros de tempo da conducdo do imfmo elétrico no VE: (A-B) Intervalo PR, (C-D)
intervalo RR e (E-F) amplitude do QRS. (A) (C) Epresentacao dos valores no periodo pré-induggoe(o 3°, 6°
e 9° més de inducéo da obesidade, valores repaesenmédia + SEM de 8 animais no grupo controleRIlQ e 16
animais do grupo HF, sendo *p<0,05. (B) (D) (F) ®oieses apds o término do tratamento com G-CStradeeda
dieta (13° més), o grupo HF foi dividido em 8 arisnidF tratados com G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF naadost
(Salina). Valores representam a média + SEM, s&pd0,05; **p<0,01.
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Para os parametros da conducdo do impulso eléttizd foram analisadas a amplitude e a
duracdo da onda P. No periodo da pré-inducdo ndwehtiferenca estatistica significativa entre os
grupos experimentais HF e CTRL para esses doisme#irds, contudo a partir do 9° més de
inducao, o grupo alimentado com a dieta hipergashuapresentou um aumento significativo da
amplitude da onda P, efeito revertido apenas n@ogruatado com G-CSF no 13° més de
experimento. Na duracdo da onda P, o grupo HF empi@s um aumento estatisticamente
significante a partir do 6° més de inducao, 2 megés o tratamento (13° més), o grupo G-CSF
voltou aos niveis controle, o que ndo foi observadogrupo dos animais ao qual teve a dieta

substituida pela racdo padréo e foi administratioesa
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Figura 12. Parametros da conducdo do impulso elétd atrial: (A-B) Amplitude da onda P, e (C-D)
duracao da onda P. (A) (C) Representacao dos gsaimrgperiodo pré-indugéo (T0), o 3°, 6° e 9° mémdiecdo da
obesidade, valores representam a média + SEM dan8as no grupo CTRL e 16 animais do grupo HFdsen
*p<0,05; **p<0,01. (B) (D) Dois meses apos o térmio tratamento com G-CSF e retirada da dieta ¢ppdurosa
(13° més), o grupo HF foi dividido em 8 animais H&tados com G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF ndadost

(Salina), valores representam a média + SEM, s&md0,05.
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Através do teste ergométrico buscou-se avaliar au glo comprometimento fisico de

camundongos submetidos a dieta hipergordurosa-®dbservar que antes da introducdo da dieta
(TO), ndo havia diferenca na distancia percorrittaeeos grupos experimentais, mas a partir do 3°
més apobs a introducdo da dieta, os animais do dflijpeduziram a sua distancia percorrida em
relacdo ao grupo controle, revelando um compronegtiondo seu desempenho fisico (Figura 13A).
Dois meses ap0s o término do tratamento com G-C8Bneomitante retirada da inducdo da
obesidade, péde-se observar que o grupo G-CSFamrup capacidade fisica em realizar exercicio

na esteira ergomeétrica, comparaveis ao grupo s@k@,001), que ndo recuperaram a capacidade

de realizar o exercicio fisico (Figura 13B).
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Figura 13. Desempenho dos animais submetidos a atiade fisica em esteira ergométrica(A) Valores no

periodo pré-indugéo (T0), no 3°, 6° e 9° més deci@d da obesidade, valores representam a médi&/td8B animais

no grupo CTRL e 16 animais do grupo HF, sendo **p40***p<0,001. (B) Dois meses apds o término ddamento

com G-CSF e retirada da dieta hipergordurosa (19,00 grupo HF foi dividido em 8 animais k&tados com G-

CSF (G-CSF), e 8 animais HF nao tratados (Saladdres representam a média + SEM, sendo ***p<0,001
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4.6.3Ecocardiografia

A ecocardiografia € em um método nédo invasivo diligaitécnica por ultrassom para obter
imagens do coracdo, buscando avaliar a presencagmauw de anormalidades morfologicas e
funcionais, tanto a nivel da mecéanica quanto daokeramica cardiaca.

Estruturalmente, péde-se observar que antes dalugiio da dieta, ndo havia diferenca na
espessura do septo interventricular na sistole @strgrupos experimentais. A partir do 6° més de
inducao, o grupo alimentado com a dieta hiperg@shuapresentou uma diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo contr@fegura 14A). Dois meses apés o final do
tratamento (13° més) observou uma diferenca dstatentre os grupos Salina e G-CSF, no qual o
grupo Salina apresentou-se com o0 septo na sispéssado (Figura 14B). Analisando a espessura
do septo na diastole, ndo foram observadas difasegstatisticas significantes antes da introducéo
da dieta, ou ao longo da inducéo (Figura 14C),paiéis meses apds o término do tratamento o
grupo Salina apresentou um espessamento no setweimricular estatisticamente diferente
(p<0,05) do grupo HF (Figura 14D).

[ CTRL _ Pés-tratamento G-CSF L1 CTRL
’E 2.0 = HE E 5 01 Salina
_\g . Z . G-CSF
* — 2 —_
% 1.549 B 1.54
2]
g © —— -
1.0 <
5_ . g 1.01
&
-r% 0.54 S 0.5
o
0.0 ?
E TO 3m 6m om A g 00 o n
Periodo ] B
_ Pds-tratamento G-CSF
E 2.09 g 2.0
\w/ [ CTRL B’ [ CTRL
I° . HE ° N HFT
\m 1.5+ 3@' 1.54
3 S * HFT
g g
g_ 1.0- o 1.0
g 7
3 %
g 05 ﬂ I ﬂ I ﬂ l o 0.5- //
g ©
0.0 T T T T g 0.0 %
To 3m 6m 9m C g 13 meses
Periodo g D

Figura 14. Espessura do septo interventricular(A) (C) Representacédo dos valores no periodanghdgédo

(TO) e no 39, 6° e 9° més de inducdo da obesidattes representam a média + SEM de 8 animaigugmogontrole
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(CTRL) e 16 animais do grupo HF durante a sistd@do *p<0,05 e durante a diastole. (B) (D) Doiseseapés o
término do tratamento com G-CSF e retirada da di&@amés), o grupo HF foi dividido em 8 animais trftados com
G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF néo tratados (Sali@dres representam a média + SEM, sendo *p<@udante a

sistole e durante a diastole.

No estudo ecocardiografico, observou-se também umento da espessura da parede
posterior do VE, a partir do 6° més de inducaaptaia sistole quanto na diastole dos animais do
grupo HF quando comparados aos controles, sendo que nodped® pré-inducdo nao havia
diferenca entre esses grupos (Figuras 15A e 15@is MDeses apds o término do tratamento, 0s
animais do grupo Salina mantiveram o aumento dassspa da parede posterior do VE, enquanto
gue no grupo G-CSF a espessura da parede retoosounigeis encontrados no grupo controle
(Figuras 15B e 15D).
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Figura 15. Espessura da parede posterior do VEA) (C) Representacéo dos valores no periodanuhdgéo
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(CTRL) e 16 animais do grupo HF durante a sistadedé&@stole, sendo *p<0,05; **p<0,01. (B) (D) Doieses apds o
término do tratamento com G-CSF e retirada da di&@amés), o grupo HF foi dividido em 8 animais trftados com
G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF néo tratados (Sali@dres representam a média + SEM, sendo *p<@udante a

sistole e durante a diastole.

A analise do didmetro cavitério do ventriculo esdaanos camundongos do grupo HF tanto
na sistole quanto na diastole, revelou que antesraucao da dieta, 0s grupos experimentais ndo
diferiram estatisticamente, porém foram observaddacdes dos diametros ventriculares na sistole
e na diastole, em relagdo ao grupo controle, réspetente no 6° e 9° més apds a introducdo da
dieta hipergordurosa (Figuras 16A e 16Ciddmeses apos o término do tratamento, o grupnaSal
apresentou uma menor dimensdo do diametro do \dEsttamentgp<0,05) diferente dos demais
grupos experimentgignquanto que no grupo G-CSF os valores retornacanivel do grupo controle
(Figuras 16B e 16D).
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Figura 16. Diametro ventricular do VE. (A) (C) Representacao dos valores no periodanphégdo (T0) e no

3°, 6° e 9° més de inducdo da obesidade, valgessentam a média + SEM de 8 animais no grupoaent€TRL) e
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16 animais do grupo HF durante a sistole e a déstendo *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. (B) (D) D®meses apods
o término do tratamento com G-CSF e retirada da E3° més), o grupo HF foi dividido em 8 animdis tratados
com G-CSF (G-CSG), e 8 animais HF nao tratadosn@®alvalores representam a média + SEM, sendo ,§%0

***n<0,001, durante a sistole e durante a diastole.

A massa corrigida do VE foi também um dos padrdgizados para avaliar a geometria do
ventriculo esquerdo. No periodo pré-inducéo (T &° de introdugdo com a dieta hipergordurosa foi
observada um aumento significativo da massa cdai¢p<0,05) do grupo HF quando comparado ao
grupo controle (Figura 17A). Aos 2 meses apoOsmitér do tratamento e concomitante retirada da dieta
(13° més), o grupo Salina manteve 0 aumento daardisd/E estatisticamente significante (p<0,05)

(Figura 17B) tanto comparando-0 ao grupo contimea)o também ao grupo tratado G-CSF.
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Figura 17. Massa corrigida do VE (A) Representagdo dos valores no periodo préam{T0) e no 3°, 6° e
9° més de indugao da obesidade, valores representagdia + SEM de 8 animais no grupo controle (CTRLL6
animais do grupo HF, sendo *p<0,05. (B) Dois meg®ss o término do tratamento com G-CSF e retiraddiata (13°
més), o grupo HF foi dividido em 8 animais ttRtados com G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF naadeat (Salina),

valores representam a média + SEM, sendo *p<0,05.

Dentre os parametros empregados para a avaliacdontiatilidade cardiaca, a fracdo de
encurtamento baseia-se na relacdo entre os di&@rtetrsversais do ventriculo esquerdo, obtidos
no final da didstole e final da sistole. A frac@ agjecdo segue o0 mesmo principio da fragdo de
encurtamento, porém o calculo baseia-se nos volwaesiculares, ou seja, na porcentagem do
sangue bombeado pelo coracdo em cada batimento IGFA 1998). Observou-se que no

periodo da pré-inducdo, 0s grupos experimentaisapé@sentaram diferencas estatisticas, mas a
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partir do 6° meses de inducdo com a dieta hipeugosd, a fracdo de encurtamento e a fracao de
ejecao foram significativamente maior no grupo Hiargdo comparado ao grupo controle (Figura
18A e 18C). Passado dois meses do tratamentoradietila inducdo os grupos experimentais se

igualaram, ndo apresentando diferencas estatisigrificantes entre eles (Figura 18B e 18D).

L1 CTRL Pés-tratamento G-CSF
< 807 . HF — 60-
30/ 504 S 1 CTRL
5 " oy 2 50 B Salina
40' |_| < 7
§ L 101 G-CSF
5 304 8 -
e 3 30-
g 20- e
S o 207
% 10 3
S 9 S 101
L T T T T On
T0 3m 6m 9m ©
I ©
Periodo A B
100- L1 CTRL Pds- tratamento G-CSF
. M HF 100
9\?’ 80- *% |L| ~~ :l )
8 - = IR B Saina
< 604 g GCsF
[ .
< 401 (o)
3 3 401
g 2 &
& 201
O Ll I I I LT
TO 3m 6m 9m o
Periodo C D

Figura 18. Fracdo de encurtamento e fracéo de ejeg&(A) (C) Representacéo dos valores no periodo pré-
inducéo (TO) e ao longo da indugéo da obesidad#né® e 9° més, valores representam a média + GE&8lanimais
no grupo controle (CTRL) e 16 animais do grupo lFmacdo de encurtamento e na fracdo de ejecado $pr0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. (B) (D) Dois meses apds or@no do tratamento com G-CSF e retirada da die3a 1fiés), o
grupo HF foi dividido em 8 animais Hifatados com G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF naadeat (Salina), valores

representam a média £+ SEM, porém ndo houve difasenignificantes na fracdo de encurtamento e ejegadrés
grupos experimentais.

Ainda avaliando a funcéo sistdlica do VE, o volusisolico que corresponde ao volume de

sangue ejetado pelo ventriculo esquerdo em cadendrdb era 0 mesmo entre 0S Qgrupos



49

experimentais no periodo da pré-inducao, sendergiddo no 6° més de inducdo uma diminuicao
do volume sistolico no grupo HF (Figura 19A). Caldudois meses apos o término do tratamento
e retirada da inducdo, o grupo que recebeu saémagneceu com o volume sistélico reduzido,

apresentando uma diferenca estatistica (p<0,05osnparacdo com o grupo tratado com G-CSF,
gue teve os valores semelhantes ao grupo CTRL&IRB). A mesma tendéncia foi observada no
volume diastolico final no periodo da pré-induc@f)( durante a inducdo no 9° més de inducéao foi
observada uma reducéo do volume diastolico em c@p@a ao grupo controle, apos o tratamento

(13° més) o grupo Salina manteve essa reducéoaetogo grupo tratado recuperou esse parametro.
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Figura 19. Volume sistdlico e diastolico final(A) (C) Representacdo dos valores no periodo mhécio
(TO) e ao longo da inducdo da obesidade no 3°98t&es, valores representam a média =+ SEM den8a@no grupo
controle (CTRL) e 16 animais do grupo HF no voluwmsodlico final e no volume diastélico final, sentfz<0,05. (B)
(D) Dois meses apo6s o término do tratamento conSB-€ retirada da dieta (13° més), o grupo HF faddiio em 8
animais HRratados com G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF ndadest (Salina), valores representam a média + SEM,
apresentando diferenca estatistica entre os g&glog e G-CSF no volume sistélico final e no vadudiastolico final,
sendo *p<0,05; **p<0,01.
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Por fim, avaliou-se o débito cardiaco que corredpomo volume ejetado pelo ventriculo
esquerdo por uma unidade de tempo (minuto). Nagerpré-inducéo (TO) ndo houve diferenca
entre 0s grupos experimentais, mas observou-seredugdo estatisticamente significativa no 9°
més apos a introducdo da dieta (Figura 20A). Napag G-CSF e Salina apds os dois meses do
término do tratamento com G-CSF e retirada da i@olung@o foram observadas diferencas entres os

trés grupos experimentais (Figura 20B).
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Figura 20. Débito cardiaco.(A) Representagdo dos valores no periodo pré-imd§¢8@) e ao longo da
inducdo da obesidade no 3°, 6° e 9° més, valopessentam a média + SEM de 8 animais no grupoa@ent€TRL) e
16 animais do grupo HF, sendo *p<0,05. (B) Dois esespds 0 término do tratamento com G-CSF e ratdaddieta
(13° més), o grupo HF foi separado em 8 animaistridfados com G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF naadost

(Salina), valores representam a média + SEM, n&esaptando diferenca estatistica entre os grupmsiexentais.

4.5 ANALISE MOLECULAR

A analise molecular foi realizada apés o period@ aeeses do término do tratamento com
G-CSF, visando identificar o parametro moleculagspnte ou ndo nos camundongos dos trés
grupos experimentais. O gréfico revela que o fa®rtranscricio GATA-4 dois meses apos o
término do tratamento e retirada da inducdo, engotge significativamente elevado no grupo
Salina (Figura 21). Contudo, os animais que reeshar G-CSF retornaram o0s seus valores de

GATA-4 para os valores correspondentes aos anithaeggupo controle.
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Figura 21. Andlise molecular através do PCR- reatime. Representacdo dos valores no 13° més do
experimento, nesse periodo o grupo HF foi dividddo 8 animais HREratados com G-CSF (G-CSF), e 8 animais HF
ndo tratados (Salina), valores representam a me8BM, possuindo diferencas estatisticas entreupagBalina e o
grupo G-CSF, bem como entre o grupo Salina e cog@IRL, sendo *p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Definida como uma condicéo clinica caracterizada prcesso de gordura decorrente do
balanco energético positivo, a obesidade promoveaumento no armazenamento de energia,
decorrente de um maior peso corporal. O ganho exade de peso esta frequentemente associado
a comorbidades como o diabetes, a hipertensdodeax;as cardiovasculares trazendo maiores
prejuizos a saude (PEREIRA et al., 1999; FRIEL; &R@; SATCHER, 2007).

As doencas cardiovasculares se apresentam comaoasy@incipais causas de morbidade
e mortalidade no mundo ocidental, e tém como umpdiogipais agentes indutores a composi¢cao
da dieta ingerida, por ser um fator que prediznotipo cardiaco em resposta a obesidade. Como
exemplo, a dieta rica em AGL acarreta alteracOesutasais e funcionais no coracéo
(KENCHAIAH et al., 2002; JECKEL et al., 2011).

Neste trabalho, para a indugdo da obesidade, esceth um modelo que associa a
predisposicdo genética a uma dieta hipergorduraseca&mundongos C57BI/6, visto que esses
camundongos sdo capazes de desenvolver uma sindoompesta por obesidade, hiperinsulinemia,
hiperglicemia e hipertensdo (PAREKH et al., 19985 camundongos foram utilizados nesse
modelo experimental devido a maior disponibilidaideferramentas biotecnolégicas para analise
funcional (BUGGER; ABEL, 2009), além do baixo cudcriacdo, e por esta espécie desenvolver
uma patologia com caracteristicas semelhantes enarus, decorrente da semelhanca genética
dessa espécie com a espécie humana (COLLINS 20a#4; POORNIMA; PARIKH; SHANNON,
2006; VIEIRA et al., 2007).

Foram escolhidos camundongos C57BI/6 machos pasa estudo, por ser bem
estabelecido que o camundongo fémea desta linhageesenta alteracbes metabdlicas mais
atenuadas, quando comparadas as desenvolvidas rpatd®s, resultante da acdo protetora do
estrogeno sobre os adipécitos, contra a resistéaciasulina (MACOTELA et al.,, 2009;
MEDRIKOVA et al.,, 2012; STUBBINS et al.,, 2012). Adteracdes metabdlicas desenvolvidas
pelos camundongos machos séo: inflamacao vistetakerancia a glicose, resisténcia a insulina e
hiperinsulinemia, ndo sendo observadas nas fémdagidas pelo mesmo modelo (PETTERSSON
et al., 2012).

O modelo proposto nesse estudo corroborou comdissdancontrados na literatura, que o
apontam como o mais indicado para o desenvolvimgatobesidade, hiperglicemia, e intolerancia

a glicose. Assim como também favorece a correlegdi®@ a quantidade de lipidio consumido e a
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incidéncia de disturbios associados a alteracOelacas (SURWIT et al., 1988, 1995; PETRO et
al., 2004).

Neste trabalho, duas semanas ap0s o inicio da dodda obesidade com a dieta
hipergordurosa, 0s animais comecaram a apresentarganho de peso, que tornou-se
estatisticamente significante a partir da 82 senamséam como descrito na literatura (GALLOU-
KABANI et al., 2007; SUTHERLAND et al., 2008).

A mensuracdo da glicemia em jejum nesses animgmsesentou um aumento
estatisticamente significativo em relagcéo ao gregdrole (p< 0,001) na 42 semana da indugédo com
a dieta hipergordurosa. Nas semanas subsequeniégeds glicEmicos entre o grupo controle e o
grupo induzido a obesidade continuaram discrepapi@®m com menor grau de significancia
(p<0,01; p<0,05). Na 40 semana a dieta hipergosdurfoi retirada e o grupo de animais
alimentados com essa racéo foi dividido de manain@émica em dois grupos para propiciar o
tratamento. Os grupos foram re-nomeados como gaIf&F, que teve os animais tratados com G-
CSF, e o grupo Salina com os animais nao tratanlms@-CSF, esses dois grupos retornaram para
a dieta controle nesse periodo do experimento.rifv pia 442 semana 0s niveis glicémicos tanto do
grupo G-CSF quanto do Salina, apresentaram-se dliduis e foram decaindo com mais veeméncia
com o passar das semanas, até que na 522 semarasres se igualaram em uma média de 142
mg/dL.

Os niveis séricos do colesterol total também aptassEm-se elevados no 9° més de inducao
da obesidade com a dieta hipergordurosa, um faaisdo para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, como a DAC e a ateroscleroseaguestreitar ou bloquear os vasos sanguineos
podem evoluir para um infarto. Estudos que utiimaro mesmo modelo de inducdo obtiveram
dosagens de colesterol total estatisticamente addsya em menores tempos de inducdo quando
comparado a dieta controle (SCHAEFER, 1997; WHllet2004). Aos 9 meses de indu¢do com a
dieta, os niveis de colesterol estavam elevados, ay@ds o periodo do tratamento e retirada da
dieta hipergordurosa os grupos experimentais nfasirem.

Ja foi demonstrado que as elevadas concentracfeAGde circulantes reduzem a
sensibilidade a insulina, inibindo a captacéo émge insulino-mediada, a sintese do glicogénio e a
oxidagao da glicose (BERGMAN; ADER, 2000). Da medarana observou-se que a hiperglicemia
causa aumento da oxidacdo da glicose e geracacomitval de superdxido levando ao estresse
oxidativo. O estresse oxidativo tem origem no mamem que ocorre um desequilibrio entre os
sistemas pro-oxidantes e anti-oxidantes, de marggii& 0s primeiros sejam predominantes,
resultando em compostos toxicos ou danosos aaoteahamados de radicais livres ou espécies
reativas de oxigénio (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).
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A decorrente elevacédo da glicose e de AGL aumeatastrecao de insulina do pancreas,
resultando em alteracdes metabodlicas como a hguinemia, hiperglicemia, resisténcia a insulina,
dislipidemia e consequentemente, um aumento do decdoenca cardiovascular (DANDONA et
al., 2005; WAJCHENBERG et al., 2009). Contudo, e¢stbalho ndo foram observadas variacdes
nos niveis de insulina séricos dos camundongostiueainducdo com a dieta hipergordurosa, pelo
fato de que a interacdo da insulina com seu receEt® células beta pancreaticas resultam em
alteracbes nos mecanismos moleculares da via dézsigéo, sugerindo uma associacdo entre a
resisténcia a insulina e a diminuicdo da secree&techorménio (HARBER et al., 2001; ARAUJO
et al., 2005). Contudo, dois meses apos a retuladdieta observou-se um aumento nos niveis de
insulina no grupo ao qual foi administrado salisagerindo que o uso prolongado da dieta
hipergordurosa pode induzir uma resisténcia aims@m fase tardia. Isto pode ser atribuido a uma
alteracdo na expressao dos receptores para insalineélulas beta pancreaticas, com consequente,
alteragdo nos mecanismos moleculares da via dézsig@o, diminuindo sua secrecdo devido ao
estresse oxidativo decorrente do excesso de AGIRBER et al., 2001; ARAUJO et al., 2005),
com a reducao do aporte da dieta hipergordurosandiria os niveis de AGL, revertendo o efeito
sobre os receptores para insulina nas célulagpbetaeaticas e sobre as vias de sinalizacao.

Em relacdo aos resultados do TTG, observou-se gadiado 3° trimestre pos-indugéo da
dieta os grupos alimentados com dieta hipergordu@esentaram niveis de glicemia mais
elevados que o grupo controle. Diferenca que pezn®naté o 9° més apods o inicio da introducao,
mas dois meses apds o término a retirada da dipéagbrdurosa essa diferenca foi revertida,
independente do uso de G-CSF.

Esse evento poderia ser justificado pelo fato deagucélula pancreaticas realizam uma
compensacdo aumentando a producdo de insulinacdavidsisténcia a insulina (KAHN, 2001).
Com a progressdo da resisténcia a insulina e derimgolinemia compensatoria, as ilhotas
pancredticas tornam-se incapazes de preservaradoebiperinsulinémico, instalando-se entdo a
intolerancia a glicose. Entretanto, no trabalhoi aguesentado foi demonstrado que a obesidade
provocada pela dieta hiperlipidica ndo alterou b&is de insulina dos animais HF, fato que
corrobora com o estudo de Duarte et al. (2006)¢marontrapdem-se aos valores encontrados no
trabalho de Borba et al. (2011).

As alteracdes bioquimicas e antropométricas forawertidas apos a retirada da dieta
independente do tratamento com G-CSF, corroborandoestudos realizados em diversas partes
do mundo que chegam sempre a um mesmo consensoedmaplificacdes no estilo de vida

sedentaria para uma vida mais saudavel, regradeta lthlanceada, rica em fibras, associada a
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atividade fisica de, pelo menos, 150 minutos sermgwlem ter papel decisivo na prevencao da
obesidade e diabetes (TUOMILEHTO et al., 2001).

O excesso de AGL na circulacdo além de interfayitransporte de glicose reduzindo a
expressdo de GLUT4 no musculo esquelético, tambamaa metabolismo do musculo cardiaco
com consequente depresséo do transporte de glitageno-mediado. No coragdo esse excesso
traduz em piora da funcédo contrati (MACHADO; SCHNASERAPHIM, 2006), devido ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina e ddsimia, 0 que aumenta o risco de doencas
cardiovasculares (SOWERS; EPSTEIN; FROHLICH, 200COLLINS et al., 2004;
WAJCHENBERG et al., 2009).

Para a avaliacao da funcéo cardiaca, neste egitalo fealizados o eletrocardiograma, o
ecocardiograma e a ergometria antes da inducadgetls durante a dieta (3°, 6° e 9° més) e dois
meses apds o término do tratamento com o G-CSHrade da dieta (13° més). Os parametros
avaliados na eletrocardiografia incluiram a fregincardiaca, intervalo PR, intervalo RR,
intervalo QT, amplitude do QRS, amplitude e durad@onda P.

No periodo da pré-inducao, todos os parametrogamos experimentais se apresentaram
sem diferencas estatisticas, com o inicio da adtragiéio da dieta e inducdo da obesidade foi
observadas uma diminuicdo significante (p<0,05)fréguéncia cardiaca entre o grupo HF e
controle, que foram bem correlacionados com aumaént’R e do IRR. A bradicardia observada
no grupo HF pode ser atribuida ao comprometimemizn@mico, agravado ao longo do tempo pelo
desenvolvimento da neuropatia autonémica cardi®&C) frequente em pacientes obesos
(KEMPLER et al., 2002; MASER et al., 2003). Doisses ap0s o término do tratamento e remocao
da dieta, observou-se que os animais alimentaduosdeeta hipergordurosa e tratados com G-CSF
tiveram esses parametros eletrocardiograficos rimadas com a melhora da frequéncia, e
diminuicdo do IPR e do IRR. Remme (2003) em seuathe propde que essas alteracdes elétricas
encontradas durante o periodo da inducdo no grép@s$ido envolvidas com o processo gradual de
remodelamento estrutural e elétrico cardiaco asdo@o desenvolvimento da obesidade.

Foi encontrado nesse estudo um aumento da ampldod€@RS que é sugestivo de
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca, esta efevasti4 associada ao aumento da densidade de
correntes despolarizantes na regidao ventriculaviddea um aumento do tamanho dos
cardiomidcitos (RUSSEL et al, 2007). A remocéao edadhipergordurosa nao foi capaz de reverter
esta alteracdo funcional, mas a administracdo coit@ote do G-CSF restaurou a amplitude do
QRS para os niveis do grupo controle, sugerindo umoalulacdo sobre a progressdo do
remodelamento cardiaco. A presenca de hipertr@fdricular pode levar ao aumento na duracao

da onda P, representando uma lentificacdo na cé@ondutra atrial decorrente de um maior esfor¢o
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gue a camara atrial esta exercendo para bombeguesgara o ventriculo hipertrofiado (OUWENS
et al., 2005; 2007).

A hipertrofia também foi sugerida pelos achados exammes de ecocardiografia, onde os
animais HF apresentaram aumento da espessuratddrgepventricular e da parede posterior, bem
como aumento da massa e uma reducdo no diametanaara ventricular a partir do 6° més de
inducdo, indicando o desenvolvimento de uma hipkatr concéntrica. Na hipertrofia, o
cardiomidcito pode aumentar em comprimento ou digom@uando aumenta em comprimento, o
diametro interno do VE reduz e a hipertrofia € aeimada concéntrica, estando mais associada a
sobrecarga de pressdo e consequentemente a okesidddpertrofia concéntrica € o padréao
geométrico ventricular mais associado a progrepsé@a IC, e em especial, para sua forma com
disfuncéo diastélica (BRUNNER, 2008).

Esse estudo corroborou com o estudo realizado aorden Brom e cols. (2012), ao
observarem que a dieta hipergordurosa administpaata ratos resultou numa diminuigcdo do
diametro do VE durante a diastole, aumento da sapesla parede na sistole e na diastole, e na
diminuicdo dos volumes diastdlicos e sistolicos Gfoe 9° més de inducdo da obesidade. A
obesidade se associa com padrédo de enchiment@lid@astnenor, o que reflete uma possivel
reducdo da complacéncia ventricular associadaor@erge, a reducao do diametro ventricular, mas
também a um comprometimento progressivo da fung@dlica, relacionada a uma diminuicdo da
complacéncia. Mesmo com o volume diastolico fina golume sistélico menores, a fracdo de
ejecdo esteve aumentada pelo fato que a fracdoodet@mento também aumentou, demonstrando
que esse ventriculo est4 contraindo mais, sendadashrequentes em situacdes de hipertrofia. A
administracdo do G-CSF aumentou o volume diastdiinad e o volume sistdlico final, sugerindo
uma reversao do quadro de hipertrofia concéntiégcdjtando o enchimento ventricular. O aumento
da expressao de receptores de G-CSF nos carditosiéapds a administracdo deste fator de
crescimento, pode desencadear na melhora do desempardiaco (HARADA et al., 2005;
SUGANO et al., 2005).

Avaliando a capacidade de realizacdo de exercicimartir do 3° més do inicio da dieta
hipergordurosa observou-se uma diminuicdo estdisnte significativa da distancia percorrida
no grupo HF, e a capacidade de exercicio dessemiinioi diminuindo progressivamente ao longo
do experimento. Esses achados sdo consistentes otwservado em humanos (REGENSTEINER
et al.,, 1995) e com estudos prévios realizados @muondongos alimentados com dieta
hipergordurosa, que apds 2 meses de uso ja amresentdiminuicdo da capacidade de realizar
atividade fisica (YOKOTA et al., 2009). A obesidadduzida por dieta hipergordurosa contribui
diretamente para a capacidade reduzida de realix#tade fisica (YOKOTA, 2009), mas a perda
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de peso pela retirada da dieta sem o tratamento @e@EF, ndo induziu a recuperacdo da
capacidade de exercicio na esteira ergométricagrisgp que a reducdo do remodelamento
cardiaco e, consequente, preservacao da estruumgé® cardiaca foram elementos essenciais para
manutencao da capacidade fisica destes animaiddsatom G-CSF.

Neste estudo as alteracdes da funcdo cardiaca mmingdo de volume diastolico final,
volume sistélico e, consequentemente, débito cawddem ter contribuido diretamente para
reducdo da capacidade fisica do animal. Em esttgddgados com camundongos portadores da
cardiomiopatia chagasica crénica foi observado guadministracdo de G-CSF recuperou a
capacidade de realizar exercicio fisico nesses asi(MACAMBIRA et al., 2009). Os efeitos
benéfico do G-CSF sobre o coracdo em diferentexlm®die cardiopatia incluem diminuicdo da
apoptose de midcitos cardiacos; aumento da expregsaonexina 43; aumento da expressao dos
receptores de G-CSF; aumento da apoptose de céhflasmatérias e mobilizacdo de células
tronco. Estes efeitos contribuem para a restaurdgdoncao cardiaca, e consequentemente, para a
recuperacdo da capacidade de realizar exercicom f{BIARADA et al., 2005; SUGANO et al.,
2005; MACAMBIRA et al., 2009).

Nesse estudo a investigacdo molecular mostrou quepn G-CSF apresentou niveis do
fator de transcricdo GATA-4 equivalentes ao grupatiole e menores que o grupo Salina, estando
bem associados, ao fato que niveis elevados dodatwanscricdo GATA-4 estdo de acordo com o
desenvolvimento da HVE, visto ser um fator respeeispelo remodelamento cardiaco associado a
hipertrofia e a insuficiéncia cardiaca. O fatonseicional GATA-4, atua como um fator regulador
chave da transcricdo dos genes fetais cardiacoe eoisoforma de miosina de cadeia pesada,
peptideo natriurético atrial, peptideo natriurétieoebral, e a troponina-I (VEGA et al., 2003). Ku
et al. (2011) demonstrou uma expressao signifiaatente aumentada do gene da troponina—I no
coracdo de ratos obesos compativel com o desemaiwd da hipertrofia cardiaca. A
administragao do G-CSF nos animais HF reduziu fstgtivamente os valores elevados do fator de

transcricdo GATA-4, o mesmo néo foi visto no grmdo tratado.
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6 CONCLUSAO

Baseado no exposto, observa-se que o uso prolomigadi®ta hipergordurosa é capaz de
induzir obesidade, alteragbes bioquimicas e fumésomos camundongos machos C57BI/6,
semelhante a condicdo em humanos. A retirada da dipergordurosa foi capaz de reverter as
alteracOes bioquimicas representadas por glicelevada e intolerancia a glicose, e colesterol total
sérico 0o que esta de acordo com o preconizado inececlem relacdo a mudanca de habitos
alimentares.

As alteracdes cardiacas descritas neste trababm @s acordo com o quadro da obesidade
e estdo bem correlacionadas a reducdo na capadiadealizar exercicios nos camundongos
alimentados com dieta hipergordurosa. Somente angdracdo do G-CSF foi capaz de induzir a
recuperagdo morfofuncional cardiaca, assim com@paaidade de realizar atividade fisica e
prevenir o comprometimento cardiaco, representadtentrabalho por reducado significativa da
frequéncia cardiaca, aumento da amplitude do Q&pessamento do septo e da parede ventricular
gue sugerem hipertrofia cardiaca nos animais r@adins. O aumento do marcador GATA-4 foi
mais um indicativo da hipertrofia miocérdica encadé nos animais induzidos com a dieta
hipergordurosa, bem como sua reducéo nos anineesdts com G-CSF foi um indicativo do
potencial terapéutico do G-CSF.

Diante deste trabalho, abrem-se as perspectivasafupara investigacado dos mecanismos
de acdo envolvidos nos efeitos benéficos do G-GBFeso coracdo, através da investigacdo por
novas técnicas de biologia molecular (Real-time RERISA, ensaio de morte celular, ensaio de

proliferacéo celular e imunofluorescéncia.
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