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Resumo

Fundamento: A obesidade é uma condicao inflamatéria cronica de baixo grau relacionada a distirbios cardiacos. No
entanto, o mecanismo responsavel pela inflamacao cardiaca relacionada a obesidade nao é claro. O receptor do tipo
toll 4 (TLR-4) pertence a um receptor da familia das transmembranas, responsavel pela resposta imune, cuja ativacao
estimula a producao de citocinas pré-inflamatérias.

Objetivo: Testar se a ativacao do receptor TLR-4 participa do processo de cardiomiopatia da obesidade, devido a
producao de citocinas por meio da ativacao do NF-«B.

Métodos: Ratos Wistar machos foram randomizados em dois grupos: o grupo controle (C, n = 8 animais) que recebeu
dieta padrao/agua e o grupo obeso (OB, n = 8 animais) que foi alimentado com dieta rica em agticar e gordura e agua
mais 25% de sacarose por 30 semanas. Andlise nutricional: peso corporal, indice de adiposidade, alimentos, dgua
e ingestao caldrica. Andlise de distirbios relacionados a obesidade: glicose plasmatica, acido drico e triglicerideos,
HOMA-IR, pressao arterial sistélica, TNF-o no tecido adiposo. A andlise cardiaca incluiu: expressao das proteinas TLR-4
e NF-kB, niveis de TNF-a. e IL-6. Comparacao pelo teste t de Student nao pareado ou teste de Mann-Whitney com um
valor de p <0,05 como estatisticamente significativo.

Resultados: O grupo OB apresentou obesidade, glicose elevada, triglicerideos, acido trico, HOMA, pressao arterial
sistdlica e TNF-a no tecido adiposo. O grupo OB apresentou remodelacao cardiaca e disfuncao diastélica. A expressao
de TLR-4 e NF-kB e os niveis de citocinas foram maiores em OB.

Conclusao: Nossos achados concluem que, em uma condicao obesogénica, a inflamagao derivada da ativagcao do TLR-4
cardiaco pode ser um mecanismo capaz de levar a remodelacao e disfuncao cardiaca.

Palavras-chave: Doencas Cardiovasculares/fisiopatologia; Obesidade; Inflamacao; Citocinas; Adipdcitos; Acido Graxo
Sintases; Avaliacao Nutricional.

Abstract

Background: Obesity is a chronic low-grade inflammation condition related to cardiac disorders. However, the mechanism responsible for
obesity-related cardiac inflammation is unclear. The toll-like receptor 4 (TLR-4) belongs to a receptor of the transmembrane family responsible
for the immune response whose activation stimulates the production of proinflammatory cytokines.

Objective: To test whether the activation of the TLR-4 receptor participates in the obesity cardiomyopathy process, due to cytokine production
through NF-kB activation.

Methods: Male Wistar rats were randomized into two groups: the control group (C, n= 8 animals) that received standard diet/water and the
obese group (OB, n= 8 animals) that were fed a high sugar-fat diet and water plus 25% of sucrose for 30 weeks. Nutritional analysis: body
weight, adiposity index, food, water, and caloric intake. Obesity-related disorders analysis: plasma glucose, uric acid and triglycerides, HOMA-
IR, systolic blood pressure, TNF-o. in adipose tissue. Cardiac analysis included: TLR-4 and NF-kB protein expression, TNF-o. and IL-6 levels.
Comparison by unpaired Student’s t-test or Mann- Whitney test with a p-value < 0.05 as statistically significant.
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Results: The OB group showed obesity, high glucose, triglycerides, uric acid, HOMA, systolic blood pressure, and TNF-o in adipose tissue. OB
group presented cardiac remodeling and diastolic dysfunction. TLR-4 and NF-kB expression and cytokine levels were higher in OB.

Conclusion: Our findings conclude that, in an obesogenic condition, the inflammation derived from cardiac TLR-4 activation can be a mechanism

able to lead to remodeling and cardiac dysfunction.

Keywords: Cardiovascular Diseases/physiopathology; Obesity; Inflammation; Cytokines; Adipocytes; Fatty Acid synthases; Nutrional Assessment.

Introducao

A obesidade, definida como um acimulo excessivo de
gordura corporal que pode prejudicar a satde do individuo,’
é atualmente considerada o distdrbio nutricional de maior
importancia em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos.?
Estimativas mostram que pelo menos 18% da populacao
adulta serd obesa em 2025, uma condigdo preocupante uma
vez que pode acarretar em diversas comorbidades, entre elas,
as doencas cardiovasculares.’*

Uma das principais causas responsaveis pela atual
epidemia de obesidade é o consumo excessivo de dietas
hipercaléricas, ricas em gordura saturada e aglcares refinados,
associadas ao estilo de vida sedentario.*® Esse estilo de vida
moderno leva a uma hipertrofia do tecido adiposo que
desencadeia, inicialmente, um processo inflamatério local,
que pode posteriormente afetar e comprometer a fungao de
outros 6rgaos, como o coragao.” Essa inflamagdo de origem
metabdlica tem como resultado a sintese de citocinas pré-
inflamatérias através de diferentes vias, entre elas: lipdlise
do tecido adiposo,® hipertrofia dos adipécitos,® acidos graxos
da dieta™ e lipopolissacarideos intestinais (LPS) devido a
disbiose." Nesse contexto, os acidos graxos livres e LPS sao os
principais componentes envolvidos na resposta inflamatéria,
agindo como Padroes Moleculares Associados a Danos
(damage-associated molecular patterns — DAMPs) e Padroes
Moleculares Associados a Patégenos (pathogen-associated
molecular patterns — PAMPS), respectivamente, que sao
reconhecidos por alguns receptores, especialmente o receptor
do tipo Toll 4 (Toll-like receptor 4 — TLR-4)."?

O TLR-4 pertence a uma familia de receptores geralmente
expressos em células do sistema imune inato, como
macréfagos, neutrdfilos e linfécitos, e exerce um papel
importante na detecgdo e reconhecimento de patégenos
que levam a ativagao das respostas imunes inata'’ e
adquirida.™ Esse receptor é responsavel pela ativacdo do
fator nuclear kappa B (nuclear factor kappa B — NF-kB) com
consequente sintese de citocinas pré-inflamatérias envolvidas

na fisiopatologia de diversas doengas, inclusive cardiopatas.'

No entanto, a literatura relata que o receptor TLR-4 nao
é expresso apenas em células do sistema imunolégico. Os
cardiomidcitos também expressam esse receptor e sua ativagao,
especialmente contra patégenos infecciosos cardiacos,
contribui para o processo de disfungao miocardica.'*'?
Embora o envolvimento do sistema imunolégico no
desenvolvimento da hipertrofia patolégica cardiaca esteja
bem estabelecido,''%* a participagdo das vias TLR- 4 no
desenvolvimento e progressao da remodelagao cardiaca
relacionados a obesidade ainda nédo foi esclarecida.?’
Considerando a escassez de estudos a respeito desse assunto,
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o objetivo deste estudo foi testar a hipétese de que a ativagao
do receptor TLR-4 participa do processo de cardiomiopatia
por obesidade, devido a produgao de citocinas por meio da
ativacao do NF-kB.

Materiais e Métodos

Protocolo Experimental

Ratos Wistar machos (n = 16), com 21 dias de idade,
foram obtidos na Universidade Estadual Paulista (UNESP). O
tamanho da amostra foi calculado por meio do SigmaStat para
Windows, versao 3.5 (Systat Software Inc., San Jose, CA, EUA),
considerando as médias das diferengas esperadas de 2,0, desvio
padrao esperado de 1,0, poder do teste de 90% e a de 0,05.
Esse calculo considerou o indice de adiposidade de estudos
anteriores publicados por nosso grupo.?*% Os animais foram
divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: o grupo
controle (C, n = 8 animais) que recebeu dieta padrao/agua e
o grupo obeso (OB, n = 8 animais) que receberam dieta rica
em agUcar e gordura (high sugar-fat diet — HSF) e dgua mais
25% de sacarose por 30 semanas. O modelo de dieta é um
modelo bem estabelecido para indugao a obesidade publicado
anteriormente por nosso grupo de pesquisa.® A dieta HSF
continha farelo de soja, sorgo, casca de soja, dextrina, sacarose,
frutose, banha, vitaminas e minerais, mais 25% de sacarose em
agua potavel. A dieta controle continha farelo de soja, sorgo,
casca de soja, dextrina, 6leo de soja, vitaminas e minerais.

A ragao e agua foram oferecidas ad libitum e os animais
mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com temperatura
(24 = 2°C), umidade (55 = 5%) e ciclo claro-escuro (12-12h)
controlados. O protocolo do estudo (CEUA 1265/2018) foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagao Animal
da Faculdade de Medicina de Botucatu da UNESP, Sdo Paulo,
Brasil, e seguiu as recomendagdes do Guia para o Cuidado
e Uso de Animais Experimentais.?® Ao final das 30 semanas,
0s animais foram mantidos em jejum de 8h, eutanasiados e
o material foi coletado para andlise.

Avaliacao Nutricional

O consumo de ragao e dgua foram avaliados diariamente.
A ingestao caldrica foi determinada multiplicando-se o valor
energético de cada dieta (g x Kcal) pela ingestao alimentar
diaria. Para o grupo OB, a ingestao calérica também incluiu as
calorias da dgua (0,25 X 4 X mL consumido). O peso corporal
dos animais foi medido semanalmente. Apés a eutanasia, a
gordura visceral (GV), a gordura epididimal (GE) e a gordura
retroperitoneal (GR) foram coletadas e utilizadas para calcular
o indice de adiposidade (IA) pela seguinte férmula: [(GV +
GE + GR) / PESO ANIMAL] x100.
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Analise de distirbios relacionados a obesidade

A glicose e os triglicerideos plasméticos (BioClin, Quibasa
Quimica Basica Ltda., Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil)
foram medidos pelo método colorimétrico-enzimatico em
sistema analisador enzimdtico automético (Chemistry Analyzer
BS-200, MindrayMedical International Limited, Shenzhen,
China). A insulina (EMD Millipore Corporation, Billerica,
MA, EUA) foi analisada no plasma por ELISA usando um
kit comercial. A leitura foi realizada por espectrofotometro
de microplacas Spectra Max 190 (Molecular Devices®,
Sunnyvale, CA, EUA).

O Homeostatic Model Assessment (HOMA-IR), que permite
avaliar a resisténcia a insulina, também foi calculado de acordo
com a férmula: insulina em jejum (uUI / mL) x glicose em
jejum (mmol / L) / 22,5.27:2

A avaliacdo da pressao arterial sistélica (PAS) foi
avaliada em ratos conscientes por pletismografia com
um NarcoBioSystems® Electro-Sphygmomanometer
(International Biomedical, Austin, TX, EUA). Os animais foram
aquecidos em uma caixa de madeira (50 x 40 c¢m) entre
38-40°C com calor gerado por duas lampadas incandescentes
por 4-5 minutos para estimular a vasodilatagao arterial.
Ap0s esse procedimento, um manguito com sensor de pulso
pneumadtico foi fixado na cauda de cada animal. O manguito
foi insuflado com pressao de 200 mmHg e posteriormente
desinsuflado. Os valores da pressao arterial foram registrados
em um poligrafo Gould RS 3200 (Gould Instrumental Valley
View, Ohio, EUA). Uma média de trés leituras de pressao foi
registrada para cada animal.

Como a obesidade estd associada a uma condicao
inflamatéria no tecido adiposo, foram avaliados os niveis de
TNF-a e IL-6. Tecido adiposo epididimal (400 mg) foi triturado
com 2 ml de PBS (pH 7,4) e depois centrifugado a 3.000 rpm
e 4°C durante 10 min. Usando os sobrenadantes, o TNF-a. e
a IL-6 foram medidos usando kits comerciais de ELISA (R&D
Systems) de acordo com as instrugdes do fabricante. Os
valores foram normalizados pelas quantidades de proteinas
de cada amostra quantificada pelo método de Bradford®
e os resultados expressos em picograma/g proteina (pg/g
proteina). O tecido adiposo epididimal foi selecionado por
apresentar padrao de inflamagao semelhante ao encontrado
na gordura visceral.*°

Andlise ecocardiografica

A andlise foi realizada nos animais vivos por ecocardiografia
transtordcica, com sistema Vivid S6 equipado com transdutor
ultrassonico multifrequencial de 5,0 a 11,5 MHz (General
Electric Medical Systems, Tirat Carmel, Israel). Os animais
foram levemente anestesiados por injegao intraperitoneal com
uma mistura de cetamina (50 mg/kg) e xilazina (1 mg/kg) e
colocados em dectbito esquerdo. As medidas estruturais das
imagens cardiacas foram obtidas no modo unidimensional
(modo M) guiadas pelas imagens no modo bidimensional
com o transdutor na posicao paraesternal, eixo menor. A
avaliacao do ventriculo esquerdo (VE) foi realizada com o
cursor em modo M logo abaixo do plano da valvula mitral
no nivel dos misculos papilares. Todos os exames foram
realizados pelo mesmo examinador e obtidos de acordo com

o método principal recomendado pela Sociedade Americana
de Ecocardiografia (American Society of Echocardiography).
As imagens da aorta e do atrio esquerdo foram obtidas
posicionando o curso do modo M para planejar o nivel
da valvula aértica. Foram avaliadas as seguintes estruturas
cardiacas: didmetro diast6lico do ventriculo esquerdo (DDVE);
espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo (EPP);
espessura do septo interventricular (ESI); diametro da aorta
(DA); étrio esquerdo (AE) e a espessura relativa da parede do
VE (ERP). A funcao sistélica do VE foi avaliada pelo débito
cardiaco e também pela frequéncia cardfaca (FC) por ser um
modulador da funcao sistélica cardiaca. A fungao diastdlica
do VE foi avaliada pela velocidade de pico inicial do fluxo
transmitral (E); tempo de desaceleracdo da onda E (tempo
desacel.). O estudo foi complementado pela avaliagao por
Doppler tecidual diastélico precoce (E') e tardio (A) do anel
mitral (velocidades médias aritméticas de deslocamento das
paredes lateral e septal), e a relagao das ondas (E/E" e E'/A).

Analise do tecido cardiaco

Inflamacao

Cem miligramas (100 mg) foram homogeneizados em
tampao fosfato-salino (phosphatebuffered saline — PBS)
utilizando o sobrenadante. A quantificacao de TNF-a e IL-6 foi
realizada por ELISA usando um kit comercial (Linco Research
Inc., R & D Systems, Millipore and B-Brigde International Inc.).
A leitura foi realizada pelo espectrofotdmetro de microplacas
Spectra Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, EUA).
Os resultados foram corrigidos pela quantidade de proteina
total de acordo com o método de Bradford.

PCR em tempo real

O fragmento ventricular esquerdo congelado foi
homogeneizado em TRIzol® para extragdo do dcido
ribonucleico (RNA). Em seguida, o RNA foi submetido
a transcrigdo reversa, conversao do RNA em é&cido
desoxirribonucleico complementar (cDNA), pela agdo da
enzima transcriptase reversa, utilizando o Sistema SuperScript
Il de Sintese de Primeira Cadeia para RT-PCR® Invitrogen,
Sao Paulo, Brasil). O cDNA obtido foi utilizado na reacao
em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction — PCR)
usando ensaios prontos (Applied Biosystems, CA, EUA)
contendo o primer TagMan MGB (FAM) e o primer especifico
para TLR-4 (Rn00569848_m1).

Analise de Western Blot

Os fragmentos do coragao foram homogeneizados em
tampao de lise e centrifugados. O sobrenadante foi coletado
e a concentragdo de proteina analisada pelo método de
Bradford.?” Apés a quantificagdo, os extratos das proteinas
cardiacas foram diluidos em solugao tampao contendo Tris-
HCl 50 mM (pH 6,8), 200 mM 2-Mercaptoetanol, dodecil
sulfato de sédio (sodium dodecyl sulfate — SDS) 2%, azul de
bromofenol 0,1% e glicerol 10%. As diluicdes (50 ug) foram
aquecidas e submetidas a eletroforese em gel de SDS/gel
de eletroforese de poliacrilamida (sodium dodecy! sulfate/
polyacrylamide gel electrophoresis — SDS-PAGE) em géis de
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poliacrilamida a 10%. Ap6s a eletroforese, as proteinas foram
eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose (Bio-Rad
Biosciences; NJ, EUA). Os sitios de ligagdo nao especificos do
anticorpo primdrio para a membrana foram bloqueados por
incubacao com solucdo de leite em p6 desnatado a 0,5%,
dissolvido em tampao TBS-T pH 7,4. A membrana foi entao
lavada trés vezes em solucao basal e incubada durante a noite
com o anticorpo primdrio especifico para TLR-4 (sc293072),
NF-kB total (sc8008), NF-kB fosforilado (ser536) (sc33020). A
B-actina foi usada como controle interno (sc47778). Apds a
incubacao, as membranas foram lavadas e incubadas com os
respectivos anticorpos secundarios. Por fim, a imunodetecgao
foi realizada pelo método de quimioluminescéncia, de acordo
com as instrugdes do fabricante (ECL SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate — Thermo Scientific, Rockford,
IL, USA, 34080), e analisada por meio de um densitémetro
(densitometro de imagem calibrado GS-710, Laboratério
Bio-Rad, CA, EUA).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov. As varidveis paramétricas foram
comparadas pelo teste t de Student ndo pareado e os
resultados expressos como média + desvio padrdo. As
varidveis nao paramétricas foram comparadas pelo teste

Tabela 1 - Parametros nutricionais

de Mann-Whitney e os resultados expressos em mediana
(intervalo interquartil 25-75). As andlises estatisticas foram
realizadas usando o Sigma Stat para Windows, versao 3.5
(Systat Software Inc., San Jose, CA, EUA). Um valor de p <0,05
foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

A Tabela T mostra os pardmetros nutricionais. Os animais
OB consumiram menos racao, mas mais d4gua em comparagao
ao grupo controle, refletindo em ingestao calérica semelhante.
O grupo OB também apresentou obesidade caracterizada por
aumento do peso corporal e indice de adiposidade.

Em relacdo aos distirbios relacionados a obesidade, o
grupo OB apresentou glicose, triglicérides e acido trico mais
elevados, resisténcia a insulina, aumento da pressao arterial
sistélica e inflamacao do tecido adiposo, com niveis elevados
de TNF-a e IL-6 em relacao ao grupo C (Tabela 2).

A andlise ecocardiografica é apresentada na Tabela 3. Ao
final de 30 semanas, o grupo OB apresentou remodelagao
cardiaca, caracterizada por redugdo do diametro diastélico
do ventriculo esquerdo (DDVE) e aumento da espessura da
parede posterior do ventriculo esquerdo (EPP), espessura do
septo interventricular (ESI), 4trio esquerdo (AE) e diametro
da aorta (DA). Além disso, os animais obesos apresentaram

Caracteristicas Grupos
Controle (n=8) 0B (n=8) Valor de p
Peso corporal final (g) 493 + 50,8 583 + 75,9 0,001*
indice de adiposidade (%) 4,79 + 0,73 8,68 + 1,76 0,0004*
Consumo de racéo (g/dia) 23,92 + 2,37 13,0 + 2,20 0,0001*
Consumo de agua (ml/dia) 34,6 + 5,08 41,6 + 3,47 0,001*
Ingestdo calérica (Kcal/dia) 85,9 + 8,52 98,3 + 8,35 0,07
0B: grupo obeso. Dados expressos como média * desvio padrdo. Comparagdo pelo teste t de Student ndo pareado. *indica p <0,05.
Tabela 2 - Disturbios relacionados & obesidade

Caracteristicas Grupos

Controle (n=8) 0B (n=8) Valor de p
Glicose (mg/dL) 75,7 + 2,02 105 + 17,9 0,02*
Triglicerideos (mg/dL) 63,5 + 18,6 104 + 25,4 0,003*
Acido urico (mg/dL) 0,44 + 0,09 0,62 + 0,20 0,04*
HOMA-IR 5,90 + 2,32 30,9 + 17,0 0,004*
Press@o Arterial Sistélica (mmHg) 121 + 577 128 * 6,48 0,03*
Tecido adiposo TNF-a (pg/g proteina) 52,7 (46,6 - 62,5) 152 (117 - 219) 0,001*
Tecido adiposo IL-6 (pg/g proteina) 13,0£9,2 94,5+ 33,3 <0,001*

0B: grupo obeso;, HOMA-IR: Homeostatic Model Assessment. Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana (intervalo interquartil).
Comparagéo pelo teste t de Student ndo pareado ou Mann-Whitney. *indica p<0,05.
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Tabela 3 - Analise ecocardiografica

Caracteristicas Grupos
Controle 0B Valor de p

DDVE (mm) 7,20 + 0,20 6,70 + 0,56 0,031*
DDVE/PC 14,7 + 1,6 11,9 + 1,3 0,002*
EPP (mm) 3,03 + 0,31 3,35 + 0,21 0,033*
ESI (mm) 3,35 + 0,21 3,57 + 0,19 0,045*
ERP 0,45 + 0,05 0,51 + 0,09 0,098
DA (mm) 3,73 + 0,12 3,99 + 0,13 0,001*
AE (mm) 4,75 + 0,12 517 + 0,38 0,011*
FC (bpm) 234 + 39 295 + 26 0,002*
Débito cardiaco 0,91 + 0,01 0,88 + 0,06 0,142
Tempo de desaceleragdo (ms) 47,2 + 3,0 50,6 + 2,7 0,035*
Onda E 68,3 + 52 731 + 3,3 0,046*
Onda A 40,7 + 3,7 45,7 + 6,1 0,062
Razdo E/A 1,68 + 0,08 1,61 + 0,016 0,327
Razdo média E'/A 1,53 + 0,14 1,26 + 0,25 0,018*
Razdo média E/ E’ 12 + 1,3 13,5 + 1,86 0,094

OB: grupo obeso; DDVE: didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo; PC: peso corporal; EPP: espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo;
ESI: espessura do septo interventricular; ERP: espessura relativa da parede do ventriculo esquerdo; DA: didmetro da aorta; AE: atrio esquerdo; FC:
frequéncia cardiaca. Velocidade de pico inicial do fluxo transmitral (onda E); tempo de desaceleragdo: tempo de desaceleragdo da onda E. Doppler
diastdlico precoce (E’) e tardio (A’) do anel mitral (velocidades de deslocamento médias aritméticas das paredes lateral e septal) e a razdo (E/E’ e EV/A)).
Dados expressos como média + desvio padrdo. Comparagao pelo teste t de Student ndo pareado. *indica p <0,05.

disfungao diastélica, representada por alteragoes na onda E,
tempo de desaceleragdo da onda E e E'/A.

N

Em relacdo a expressao do gene TLR-4 e da proteina
no tecido cardiaco, é possivel verificar que ambos estavam
aumentados no grupo OB (Figura 1).

A fosforilacdo do NF-kB no tecido cardiaco também foi
maior no grupo OB (Figura 2), resultando em aumento das
citocinas, uma vez que esse grupo apresentou niveis mais
elevados de TNF-a e IL-6 em relacdo ao grupo C (Figura 3).

Discussao

Este estudo hipotetizou que a ativagao do receptor TLR-4
participa da doenca cardiaca relacionada a obesidade por
desencadear a produgao de citocinas via NF-kB. Para induzir
a obesidade e os disttrbios relacionados ao excesso de
gordura corporal, os animais do grupo OB foram submetidos
a uma dieta rica em agtcar e gordura por 30 semanas. Ao
final do periodo experimental, os resultados mostraram que
esses animais apresentavam maior indice de adiposidade
assim com diversos disttrbios como hiperglicemia, aumento
do 4cido drico, resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia,
elevacdo da PAS, e aumento dos niveis de TNF-a e IL-6 em
coragdo e tecido adiposo, confirmando a eficacia do modelo
de dieta utilizado. 2%

A coexisténcia de distdrbios relacionados a obesidade —
como resisténcia a insulina, diabetes e dislipidemia — associada
adisfungao do tecido adiposo, caracterizada por desequilibrio
das adipocinas, promove respostas desadaptativas no coracao,

como hipertrofia de midcitos, disfungao contratil e remodelagao
cardfaca, que contribuem para o desenvolvimento de ambos
e para a progressao da insuficiéncia cardiaca cronica.’'-**
Essa condicao foi confirmada neste estudo, uma vez que a
avaliagdo ecocardiogréfica mostrou remodelacao cardiaca
e disfuncao diastélica no grupo OB. E importante ressaltar
que as caracteristicas concéntricas da remodelagao cardiaca
apresentadas no grupo OB sdo decorrentes do aumento
da sobrecarga funcional e da manutengao dessa condigao,
levando a uma disfuncdo diastélica cardfaca. A literatura
apresenta resultados semelhantes relacionados ao modelo
de obesidade induzida por dieta.>*

A literatura relata que a remodelagdo cardiaca também
pode ser liderada por altas concentragdes de citocinas pro-
inflamatdrias, como o TNF-a e a I1L-6.%°3° O TNF-a tem sido
implicado no desenvolvimento de disfungao ventricular
esquerda, remodelagao ventricular esquerda, aumento
da apoptose de midcitos cardiacos e sua agao direta é
exercida por receptores de TNF-a, que sdo expressos por
quase todas as células nucleadas. Niveis elevados de IL-6
também podem induzir a hipertrofia do miécito e a disfungao
miocardica.”” E importante enfatizar que essas citocinas
podem ser produzidas em resposta a ativacao da via TLR-4,
e 0 L-6 parece também ser liberado em resposta direta ao
TNF-a,* exacerbando as alteragdes cardiacas devido ao
quadro inflamatério. Portanto, nossos achados confirmam
as evidéncias a respeito da cardiopatia e inflamagao da
obesidade, uma vez que os niveis cardiacos de TNF-a e IL-6
foram maiores no grupo OB."%37
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Figura 1 - Expresséo de TLR-4 no tecido cardiaco. (A) Expressdo do gene por PCR em tempo real; (B) Expressdo de proteina Western Blot. Resultados
expressos em média * desvio padrdo. Comparagéo pelo teste t de Student ndo pareado. *indica p <0,05; n = 8 animais/grupo. OB: Grupo obeso.
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Figura 3 - Citocinas cardiacas no tecido cardiaco. (A) IL-6 (proteina pg/g); (B) TNF-a. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. Comparagdo
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O envolvimento entre as citocinas pré-inflamatérias e o
remodelamento cardiaco relacionado a obesidade induzida
pela dieta pode ser atribuido a varias causas.'®*® Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar a ativagao do TLR-4 cardiaco
como responsavel pelo desencadeamento do processo
inflamatério. Observou-se que o grupo OB apresentou maior
expressao do gene e da proteina TLR-4 juntamente com
aumento da fosforilacdo do NF-kB, confirmando a ativagao
dessa via como mediadora da inflamacdo. A literatura relata
que esse receptor pode ser ativado por lipopolissacarideos
(LPS) de bactérias gram-negativas, assim como por acidos
graxos.>® Na obesidade, a lipélise do tecido adiposo
representa uma importante fonte de dcidos graxos livres,
capazes de ativar a via inflamatéria. Esse processo catabélico
pode ocorrer devido a resisténcia a insulina, uma vez que
o tecido adiposo torna-se resistente ao efeito antilipolitico
do hormonio.***" Junto com a resisténcia a insulina, niveis
elevados de TNF-a e IL-6 também sdao capazes de induzir
lipélise no tecido adiposo.*#* Essas duas condigoes lipoliticas
foram apresentadas pelo grupo OB. Além disso, em associagao
a esses mecanismos descritos acima, alguns pesquisadores
relatam que o padrdo alimentar ocidental esta associado a
alteragdes na microbiota intestinal, tornando esse 6rgao mais
permedvel, permitindo a translocagao de bactérias patogénicas
para a circulagdo.*? O LPS bacteriano pode ser reconhecido
por TLR-4, desencadeando a ativagao do NF-kB com
consequente sintese de citocinas. Embora esse mecanismo
nao tenha sido avaliado neste experimento, essa relagao ja
estd bem estabelecida.**> Além disso, a composicao da dieta
utilizada neste estudo também esta diretamente relacionada
a ativagao do receptor TLR-4, uma vez que os acidos graxos
saturados oferecidos no dieta tem LPS estrutural semelhante
ao bacteriano, podendo também ser reconhecida, levando
assim a um processo inflamatério pela via TLR-4. 447

Conclusao

Em suma, todos esses mecanismos podem ter sido ativados
de forma sinérgica, potencializando a produgao de citocinas
que desempenham papel fundamental no desenvolvimento
das cardiomiopatias. Assim, este estudo demonstrou que a
resposta imune inata por meio da ativagao do receptor TLR-4
€ um dos mecanismos que pode contribuir para o surgimento
do processo inflamatério miocardico na obesidade. Portanto,
como nao encontramos na literatura estudos que mostrassem
interacao entre essa via inflamatéria, doenca cardiaca e
obesidade, nossos achados concluem que, em uma condigao
obesogénica, a inflamagdo derivada da ativacao do TLR-4
cardiaco € um novo mecanismo que pode levar a remodelagao
e disfungao cardfaca.
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