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RESUMO

A remodelacédo cardiaca (RC) ocorre em resposta a determinadas agressées como,
por exemplo, sobrecarga pressoérica, e pode manifestar-se por alteracdes de
tamanho, forma e funcdo do coracdo. No modelo de estenose aodrtica supravalvar
(EA0) em ratos, estudos ecocardiograficos constataram que, 2 e 6 semanas apés
inducdo da EAo, os ratos desenvolvem hipertrofia ventricular esquerda, disfuncao
diastolica e melhoria da funcéo sistolica. Apés 12 semanas ha disfuncéo sistdlica e
perto da 20® semana aparecem sinais de insuficiéncia cardiaca. Diversos fatores
poderiam contribuir para a disfungéo neste modelo experimental, como modificagbes
na expressao proteica da bomba de célcio do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a) e
das cadeias pesadas de miosina (MyHC), ambas com alta capacidade ATPasica. Na
RC patolégica ocorre diminuicdo na beta oxidacdo de &cidos graxos, podendo
acarretar déficit energético para o musculo cardiaco hipertrofiado. O objetivo deste
trabalho foi testar a hipotese de que o aumento da oferta energética, proveniente de
dieta hiperlipidica, atenua a disfuncé@o diastdlica e preserva a funcado sistolica no
modelo de EAo. Os mecanismos envolvidos na preservagdo ou melhoria da fungao
estao relacionados com a diminui¢do na transicdo da isoforma V1(a) para V3(B) da
MyHC e com o aumento da relagdo SERCA2a/PLB. Foram utilizados ratos Wistar
machos, com 21 dias, separados em dois grupos: controle operado (Sham) e
estenose adrtica supravalvar (EA0). Seis semanas apos cirurgia, os animais foram
redistribuidos em quatro grupos (n=12/grupo): tratados com dieta normolipidica
(EAo-N e Sham-N) ou hiperlipidica (EAo-H e Sham-H) por 12 semanas. O perfil
nutricional foi determinado pelas analises de ingestdo alimentar e calérica, eficiéncia
alimentar, peso e gordura corporal, indice de adiposidade, glicemia, triacilglicerol e
acidos graxos livres nao-esterificados. A RC foi caracterizada pelas andlises
estrutural e funcional do coragéo por ecocardiograma na 62 e 182 semana, e estudo
macroscopico, metabolismo energético e as relagbes SERCA2a/PLB e B/a MyHC
cardiacas post mortem. Para comparac6es entre Sham e EAo0, utilizou-se Teste "t”
de Student ou Mann-Whitney e, entre EAo-N, Sham-N, EAo-H e Sham-H, utilizou-se
ANOVA complementada com Bonferroni ou Kruskal-Wallis complementado com
Dunn. O nivel de significancia foi de 5%. Os resultados ecocardiograficos da 62

semana mostraram que o0s animais do grupo EAo0 apresentaram hipertrofia



concéntrica, melhoria na funcdo sistélica e disfuncdo diastdlica ventricular,
evidenciada pelo aumento do atrio esquerdo (AE). No final do experimento, 182
semana, a ingestao alimentar foi menor nos grupos Sham-H e EAo-H em relagéo
aos grupos Sham-N e EAo-N, respectivamente. A gordura corporal total e o indice
de adiposidade foram maiores no grupo EAo-H vs EAo-N. A analise do metabolismo
energético cardiaco mostrou aumento da atividade da ATP sintetase nos grupos
EAo0-N e EAo-H vs Sham-N e Sham-H, respectivamente. O peso do ventriculo
esquerdo (VE) e do atrio (AT) e as relagbes VE/tibia e AT/tibia foram maiores nos
grupos EAo-N e EAo-H vs Sham-N e Sham-H, respectivamente. Adicionalmente, o
peso do AT e a relagdo AT/tibia foi menor no grupo EAo-H vs EAo-N. Os dados
ecocardiograficos mostraram que os grupos EAo-N e EAo-H apresentaram fracdo de
ejecdo, %Enc. Endo, Esp. rel. VE, indice MVE, AE e AE/PC, aumentados em
comparacao aos grupos Sham-N e Sham-H, respectivamente. A relacdo AE/AO foi
maior no grupo EAo-N vs Sham-N. A relacdo AE/PC foi menor no grupo EAo-H vs
EA0-N; o diametro do AE (p=0,10) e a relagdao AE/AO (p<0,06) tenderam a ser
menor no grupo EAo-H vs EAo-N, sugerindo atenuacao da disfuncéo diastélica nos
animais EAo-H. A razéo B/a MyHC foi maior nos animais EAo-N e EAo-H em relag&o
aos animais Sham-N e Sham-H, respectivamente. A relagcdo SERCA2a/PLB foi
menor nos grupos EAo-N e EAo-H vs Sham-N e Sham-H, respectivamente. A
relacédo pPLB Serl6/PLB foi maior no grupo EAo-N em relacdo aos grupos Sham-N
e EAo-H. Em concluséo, a hipotese foi parcialmente confirmada; a dieta hiperlipidica
atenuou a disfuncao diastolica, evidenciada pela diminuicdo da hipertrofia atrial, e
preservou a funcdo sistdlica no grupo EAo-H. Entretanto, nesse processo, nao
houve participacdo das proteinas com alta capacidade ATP&sica, como a MyHC e a
SERCA2a, sugerindo que a dieta hiperlipidica ndo acarretou aumento energético

miocardico.

Palavras-chave: dieta hiperlipidica, disfuncdo cardiaca, estenose adrtica
supravalvar, metabolismo energético, MyHC, rato, SERCA2a



ABSTRACT

Cardiac remodeling (CR) occurs in response to some cardiac injuries, such as
pressure overload, and it may be manifested as changes in size, shape and function
of the heart. In the model of supravalvar aortic stenosis (SVAS), echocardiographic
studies performed in our laboratory showed that, 2 and 6 weeks post SVAS induction,
rats developed left ventricular hypertrophy, diastolic dysfunction and improved
systolic function. After 12 weeks there is systolic dysfunction and around the 20™
week signs of heart failure appear. Several factors could contribute to the dysfunction
in this experimental model, such as changes in protein expression of sarcoplasmic
reticulum calcium ATPase (SERCA2a) and myosin heavy chain (MyHC), both with
high ATPase capacity. Pathological CR is underscored by a reduction in fatty acid
beta oxidation, which may cause energy deficit to the hypertrophied cardiac muscle.
The aim of this work was to test the hypothesis that increased energy supply, derived
from high-fat diet, attenuates cardiac dysfunction in the SVAS model. The
mechanisms involved in the attenuation of dysfunction are related to decreased V1(a)
to V3(B) MyHC isoform transition and increased SERCA2a/PLB ratio. Male Wistar
rats, aged 21 days, were separated into two groups: operated control (Sham) and
supravalvar aortic stenosis (SVAS). Six weeks after surgery, the animals were
redistributed into four groups (n=12/group): fed with normolipidic diet (Sham-N and
SVAS-N) or high-fat diet (Sham-H and SVAS-H). The nutritional profile was
determined by food and calorie intake, feed efficiency, weight and body fat, adiposity
index, blood glucose, triacylglycerol and non-esterified free fatty acid. The CR was
characterized by analyses of the cardiac structure and function by echocardiogram in
the 6™ and 18™ week, macroscopic study, energy metabolism and SERCA2a/PLB
and B/a MyHC cardiac ratios. For comparisons between Sham and SVAS we used
Student "t" test or Mann-Whitney, and for comparisons among Sham-N, SVAS-N,
Sham-H and SVAS-H we used either ANOVA supplemented with Bonferroni or
Kruskal-Wallis supplemented with Dunn. The significance level was 5%. The
echocardiographic results in the 6™ week showed that SVAS group had concentric
hypertrophy, improved systolic function and diastolic dysfunction, evidenced by
increased left atrium (LA). At the end of the experiment, 18" week, food intake was
lower in groups Sham-H and SVAS-H compared to Sham-N and SVAS-N,
respectively. Total body fat and adiposity index were higher in SVAS-H vs SVAS-N.



The analysis of cardiac energy metabolism showed increased ATP synthase activity
in groups SVAS-N and SVAS-H vs Sham-N and Sham-H, respectively. Left ventricle
(LV) and atrium (AT) weights and LV/tibia and AT/tibia ratios were higher in groups
SVAS-N and SVAS-H vs Sham-N and Sham-H, respectively. Additionally, AT weight
and AT/tibia ratio were lower in SVAS-H vs SVAS-N. The echocardiographic data in
the 18" week showed that groups SVAS-N and SVAS-H had increased ejection
fraction, % ES, RWT, LVM index, LA and LA/BW compared to Sham-N and Sham-H,
respectively. LA/AO ratio was higher in the SVAS-N than in Sham-N. LA/BW ratio
was lower in SVAS-H vs SVAS-N; LA diameter (p=0.10) and LA/AO ratio (p<0.06)
tended to be lower in group SVAS-H vs SVAS-N, suggesting attenuation of the
diastolic dysfunction in SVAS-H animals. B/a MyHC ratio was greater in SVAS-N and
SVAS-H animals compared to Sham-N and Sham-H, respectively. SERCA2a/PLB
ratio was lower in SVAS-N and SVAS-H vs Sham-N and Sham-H, respectively. The
pPLBSerl16/PLB ratio was higher in SVAS-N group than in Sham-N and SVAS-H
groups. In conclusion, the hypothesis was partially confirmed; the high-fat diet
attenuated diastolic dysfunction, evidenced by decreased atrial hypertrophy, and it
preserved systolic function in SVAS-H group. However, high ATPase capacity
proteins, such as SERCA2a and MyHC, did not take part in this process, suggesting
that the high-fat diet did not increase myocardial energy.

Keywords: cardiac dysfunction, energy metabolism, high-fat diet, supravalvar aortic
stenosis, MyHC, rat, SERCA2a
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

A remodelacao cardiaca (RC) pode ser definida como altera¢cdes na expressédo
génica, moleculares, celulares ou intersticiais que podem manifestar-se clinicamente
por mudancas de tamanho, forma e funcdo do coracdo em resposta a determinadas
agressdes como, por exemplo, isquemia, inflamacgdo, alteracbes genéticas, e
sobrecarga volumétrica ou pressérica™®. O processo de RC é tempo dependente; a
longo prazo pode ser prejudicial, constituindo um importante fator de risco para o
desenvolvimento da disfuncéo ventricular e insuficiéncia cardiaca®™".

Existem diversos modelos experimentais para o estudo da RC por sobrecarga
pressorica®?”. Mais recentemente, o modelo de estenose adrtica supravalvar (EA0)
tem sido utilizado para promover o desenvolvimento gradual de hipertrofia ventricular
esquerda em ratos jovens®217232%: injcialmente a sobrecarga pressérica é leve,
acentuando-se progressivamente a medida que 0s animais crescem. Em nosso
laboratério, por estudo ecocardiografico, constatou-se que apds 2 e 6 semanas da
inducao da EAo0, os ratos desenvolvem hipertrofia ventricular esquerda®, disfungao
diastélica e melhoria da funcéo sistélica®. Esses estudos mostraram manutencéo da
disfuncao diastolica e deterioragdo do desempenho sistélico a partir da 122 semana;
apos a 182 semana ha acentuacdo da disfungéo sistélica e aparecimento de sinais
de insuficiéncia cardiaca ao redor da 202 semana®>*".

Os mecanismos fisiopatologicos responsaveis pela depressdo da funcédo
cardiaca ndo estdo totalmente esclarecidos. Diversos fatores poderiam contribuir
para a disfungcdo no modelo experimental de EAo como, por exemplo, modificagbes

na expressdo das proteinas reguladoras do transito de célcio (Ca*®) e das proteinas

contrateis, especificamente a bomba de recaptura do Ca*? para o reticulo
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sarcoplasmatico (SERCAZ2a) e a cadeia pesada de miosina (MyHC), ambas com alta
capacidade ATPasicat*°2729,

A contracdo cardiaca se inicia quando um estimulo despolarizador atinge o
canal de Ca*? do tipo L sarcolemal (Canal L), que se abre permitindo a entrada de
pequenas quantidades de Ca*? para dentro do sarcoplasma. Essa entrada de Ca*?
induz & rapida liberacéo de grande quantidade de Ca*? do reticulo sarcoplasmatico
(RS) através do receptor de rianodina (RyR). O aumento do Ca*? citosélico
possibilita a ligacdo desse ion com a troponina C (TnC), promovendo uma alteracao
conformacional no complexo tropomiosina, permitindo a interacédo entre a actina e a

cabeca da miosina®"3?

. No miocérdio, trés isoformas de MyHC sdo expressas
diferindo em sua composicao: aa em V1, af em V2 e B em V3. A isoforma V1,
conhecida como a isoforma “rapida” do coracdo, hidrolisa a adenosina trifosfato
(ATP) de 3 a 7 vezes mais rapidamente do que a isoforma V3, conhecida como a
isoforma “lenta”®**°. O relaxamento ocorre quando a MyHC utiliza a molécula de
ATP para se desacoplar da actina, e quando 60-80% do Ca™ citosélico é
recapturado para dentro do RS através da SERCA2a. A funcdo da SERCA2a é
regulada pela fosfolambam (PLB) que, em seu estado fosforilado, na serina 16
(pPLB Serl6) via adenosina monofosfato ciclico (AMPc), ou na treonina 17 (pPLB
Thrl7) via quinase dependente de Ca*?-calmodulina, permite a recaptura do Ca*?
pela SERCA2a para dentro do RS®**®_ O restante do Ca* intracelular (20-40%) é
removido para o meio extracelular através do trocador Na*/Ca*™ (NCX) e da bomba
de célcio da membrana plasmatica (PMCA), garantindo dessa forma a homeostase
de Ca™ intracelular®*3?,

Em modelos de hipertrofia induzida por sobrecarga pressérica ocorre

aumento da isoforma V3 em relagéo a V1, e diminuigdo na expressao e na atividade
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da SERCA2a®29354D) Essa alteracdo na expressdo da SERCA?2a esta associada a
reducdo ou a inexisténcia de alteragdo na expressao da PLB, resultando na queda
da relacdo SERCA2a/PLB. O nivel de fosforilagdo da PLB é um fator importante na
modulagdo da atividade da SERCAZ2a durante o processo de remodelagao
cardiaca®“?. Essas alteracbes nas proteinas miocardicas com capacidade
ATPasica, como a MyHC e a SERCA2a, contribuem significantemente para o
comprometimento da fungcdo mecanica normalmente observado na hipertrofia
patoldgica®*3.

No coracdo adulto, cerca de 60-70% do ATP utilizado no processo de
contragéo e relaxamento € normalmente obtido a partir da beta oxidagéo de acidos
graxos, e os outros 30-40% provém da via glicolitica“?“*”. Como o miocardio nao
sintetiza acidos graxos, a utilizacdo desse substrato depende fundamentalmente de
suprimentos exdgenos. As fontes para o coracao incluem os &cidos graxos livres do
plasma e os liberados pela hidrélise das lipoproteinas plasmaticas ricas em
triglicerideos*?*34849) " Estudos clinicos e experimentais t&ém mostrado que o fator
responsavel pela escolha do substrato energético cardiaco sdo 0s niveis

5(42.43,46,50-55)

plasmaticos elevados de acidos graxos e triglicéride . O aumento dos

niveis de acidos graxos inibe a glicolise no citosol e a agdo da enzima piruvato

desidrogenase na mitocondria®'>®

. Entretanto, quando os niveis plasmaticos de
acidos graxos sdo baixos e as concentracdes de glicose e de insulina séo altas,
como no estado poOs-prandial, a glicose se torna o principal substrato para o
metabolismo oxidativo do corag&o*?4349).

No processo de RC patoldgica, ocorre uma mudanga no padrao de utilizacdo
do substrato energético miocardico evidenciado pelo aumento da captacdo e

utilizacdo de glicose, porém sem aumento proporcional na oxidagcdo mitocondrial
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desse substrato. Em adicdo, ocorre diminuicdo na beta oxidagdo de &cidos graxos
por reducdo da atividade de enzimas mitocondriais envolvidas na oxidagdo dos

acidos graxos®’®,

Essa reducdo associada a maior necessidade energética
miocardica, decorrente do aumento das miofibrilas contrateis dos sarcémeros,
podera acarretar um déficit energético relativo, isto €, menor quantidade de ATP em
relacdo as necessidades do musculo cardiaco hipertrofiado.

Como o déficit energético contribui para a ocorréncia da disfuncéo cardiaca®?,
varios estudos procuraram analisar o efeito do aumento na oferta de energia por
suplementacdo com &cidos graxos no processo de RC patolégica por sobrecarga
pressorica® . Os resultados sdo contraditérios, visto que os autores ou nao
encontraram alterac&o®?®® ou verificaram atenuagéo da RC®""Y. Os trabalhos que
avaliaram a influéncia do aumento do teor de acidos graxos insaturados na dieta em
camundongos com EAo supravalvar por um periodo de 6 semanas, ou em ratos com
EAo0 abdominal por um periodo de 9 semanas, constataram, respectivamente, que a
dieta n&o alterou® ou a dieta atenuou® o remodelamento e a disfuncéo cardiaca
do VE. Esses autores iniciaram o tratamento dietético concomitante ao processo
cirurgico.

Nos trabalhos que constataram atenuacéo da hipertrofia e melhoria da fungéo,
0s autores ndo associaram essas mudancas a restauracdo do metabolismo
energético miocardico® V. Chess e Stanley, revisando o papel dos substratos
energéticos sobre o desenvolvimento e a progressdo da insuficiéncia cardiaca,
sugerem gue essa sindrome pode ser prevenida ou retardada por dieta pobre em
niveis glicémicos e rica em acidos graxos mono e poli insaturados®".

N&ao foram encontrados estudos que avaliaram a influéncia da maior oferta

energética por lipideos insaturados para o miocardio apdés o estabelecimento da
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remodelacdo patolégica. A hipotese deste trabalho € de que o aumento da oferta
energética, proveniente de dieta hiperlipidica rica em acidos graxos insaturados,
atenua a disfuncéo diastolica e preserva a funcdo sistolica no modelo de EAo. Os
mecanismos envolvidos na preservacao ou melhoria da fungéo estao relacionados
com a diminuicdo na transicdo da isoforma V1(a) para V3(B) da MyHC e com o
aumento da relagdo SERCA2a/PLB. Essas proteinas miocardicas com capacidade
ATPasica, isto €, aquelas que necessitam de ATP para o seu funcionamento,
apresentam deterioracdo do seu funcionamento em decorréncia do déficit
energético que pode ocorrer no processo hipertréfico. Portanto, com o objetivo de
testar essa hipotese, ratos com EAo, com disfuncdo diastolica e com melhoria da

funcéo sistdlica foram tratados com dieta hiperlipidica insaturada.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 — Animais

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com 21 dias de
idade, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, S&o Paulo, Brasil.
Os animais foram mantidos nas seguintes condi¢bes: gaiolas individuais de
polipropileno com tampas de arame cromado forradas com maravalha de Pinus
esterilizada; temperatura ambiente (24 + 2°C), umidade controlada (55 = 5°C) e
ciclos de iluminagdo de 12 horas. A oferta de agua e racdo foi ad libitum, e a
ingestdo alimentar e o peso corporal foram aferidos semanalmente. Os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o “Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals” publicado pela U.S. National Institutes of Health e
aprovados pela “Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de

Medicina de Botucatu — UNESP” (protocolo CEEA 850-2010).

2.2 — Protocolo Experimental

Foram formados dois grupos experimentais: controle operado (Sham) e
estenose aodrtica supravalvar (EA0). Apés 6 semanas do procedimento cirdrgico, 0os
animais do grupo Sham e os do grupo EAo foram distribuidos em dois novos grupos:
tratados com dieta normolipidica insaturada (EAo-N, n=12 e Sham-N, n=12) ou com
dieta hiperlipidica rica em acidos graxos insaturados (EAo-H, n=12 e Sham-H, n=12)
(Figura 1). As dietas hiperlipidicas foram administradas ap6s 6 semanas de EAo,
pois trabalhos anteriores mostraram que esses animais apresentam hipertrofia
ventricular esquerda, disfuncdo diastolica e melhoria da funcdo sistélica do

ventriculo esquerdo®*"29),
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Figura 1. Delineamento experimental

Os animais de todos os grupos foram avaliados 12 semanas ap0s o inicio da
administracdo das dietas normolipidica e hiperlipidica, ou seja, 18 semanas apos o
procedimento cirdrgico. Nesse periodo 0s animais apresentam piora da funcéo
diastélica e deterioracdo do desempenho sistélico, ndo acompanhado de sinais de
insuficiéncia cardiaca que ocorre, geralmente, a partir da 202 semana®?®’?. Foram
excluidos do protocolo experimental os animais que apresentaram sinais de
insuficiéncia cardiaca como taquipnéia associada a um dos seguintes sinais: edema,

ascite, derrame pleuro-pericardico e trombo em atrio esquerdo®.

2.3 — Composicdo das ragc6es normolipidica e hiperlipidica

Na composicao das ragdes foram utilizados os seguintes ingredientes: farelo
e casca de soja, milho, dextrina, 6leo de soja e palmistico e premix vitaminico e
mineral. As quantidades foram adicionadas a fim de produzir duas dietas distintas
em quantidade e teor de lipideos, porém com a mesma quantidade de carboidratos.
O modelo dietético foi uma adaptacdo de trabalhos anteriores publicados por nosso

grupo®7,
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Os niveis de garantia foram obtidos por dosagem bromatolégica dos
componentes das dietas. As racfes foram idealizadas no Laboratério Experimental
de Musculo Papilar Isolado do Departamento de Clinica Médica, Faculdade de
Medicina de Botucatu, Unesp, e manipuladas em parceria com a empresa Biotron
Zootécnica®, Rio Claro, S&o Paulo, Brasil. A composicdo de macro e micronutrientes

das racdes normolipidica e hiperlipidica est4 apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢cdo de macro e micronutrientes das racdes

Componentes — _Ragées. ——
Normolipidica Hiperlipidica

Proteina (%) 24 18
Carboidrato (%) 40 40
Gordura (%) 6 17
Fibras (%) 12 9
Outros* (%) 18 16
Acidos graxos insaturados (%) 69 69
Acidos graxos saturados (%) 31 31

Calorias (Kcal/g) 2,93 3,64

* Qutros: umidade, vitaminas e minerais.

2.4 —Inducéo de estenose aortica supravalvar

A EAo foi induzida de acordo com o método previamente descrito em nosso
laboratério®*?"). Os animais com trés a quatro semanas de vida e pesando de 70 a
90 g, apbs anestesia com cloridrato de ketamina (60 mg/kg) e cloridrato de xilidino
(10 mgl/kg) intraperitonial, foram submetidos a toracotomia mediana. A aorta
ascendente foi dissecada e um clipe de prata, com 0,6 mm de diametro interno, foi
colocado aproximadamente a 3 mm da sua raiz. A parede toracica foi fechada
utilizando-se fio mononylon 5.0 para suturar o esterno, as camadas musculares e a

pele. Durante a cirurgia, os animais receberam intraperitonealmente 1 ml de soro
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fisiolégico aquecido e foram ventilados manualmente com pressao positiva e
oxigénio a 100%. Concluido o ato cirdrgico, os ratos foram colocados em superficie
aguecida até retornarem da anestesia. Os animais do grupo Sham foram submetidos

a mesma cirurgia, mas sem a colocacao do clipe.

2.5 — Andlise do perfil nutricional

O perfil nutricional foi determinado pela andlise de ingestao caldrica, eficiéncia
alimentar, peso e gordura corporal, indice de adiposidade, glicemia, triacilglicerol e
acidos graxos livres ndo-esterificados (NEFA). A ingestdo caldrica foi calculada pela
seguinte féormula: ingestdo alimentar semanal multiplicada pelo valor energético de
cada dieta (g x kcal). A eficiéncia alimentar, que analisa a capacidade do animal de
converter a energia alimentar consumida em peso corporal, foi calculada dividindo-
se 0 ganho total de peso dos animais (g) pela energia total ingerida (Kcal). Como os
animais alimentados com dieta hiperlipidica podem desenvolver aumento na taxa de
gordura corporal, o indice de adiposidade foi avaliado nos grupos experimentais.
Apoés a eutanasia, foram coletados os depdsitos de gordura epididimal, visceral e
retroperitonial dos animais. A partir da soma dos depdsitos normalizada pelo peso
corporal [(epididimal+retroperitonial+visceral)/peso corporal x 100] calculou-se o
indice de adiposidade, adaptado de Boustany et al 2005("®. Para andlise do perfil
lipidico os ratos foram colocados em jejum por 12 a 15 horas, anestesiados com
pentobarbital sédico (50 mg/kg/ip) e eutanasiados por decapitagdo. A seguir, as
amostras de sangue foram coletadas em tubos Falcon, centrifugadas a 3000 rpm por
10 minutos e armazenadas em freezer a -80°C. A concentragdo plasmatica de
triacilglicerol foi analisada com kit especifico (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil)
pelo método enzimatico colorimétrico automatizado (Chemistry Analyzer BS-200,

Mindray Medical International Limited, Shenzhen, China). Os niveis de NEFA

25



plasmaticos foram avaliados com kit (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)
pelo método enzimatico colorimétrico e leitura em leitor de microplaca (Spectra MAX
190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Para a analise da glicemia basal os
animais foram expostos a jejum e anestesia, vide acima, e as coletas de sangue
foram realizadas na artéria caudal; os niveis glicémicos foram avaliados com
glicosimetro portatil Accu-Chek Go Kit (Roche Diagnostics Brazil Ltda, Sdo Paulo,

Brazil).

2.6 — Determinacao do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepético
A avaliagdo do teor de agua tecidual foi realizada nas amostras de ventriculos
esquerdo e direito, atrio, pulmdo e figado. Apdés a remocdo do tecido a ser
examinado, foi aferido o peso in natura. Em seguida, as amostras foram submetidas
a secagem em estufa sob temperatura de 55 + 5°C, por um periodo de 48 horas. A
determinacdo do teor de &gua foi expressa em valores relativos e calculada pela
seguinte férmula: [(PN-PS)/PN] x 100%, onde PN representa o peso in natura e o PS

0 peso seco.

2.7 — Caracterizacdo da remodelacao cardiaca
2.7.1 — Andlise estrutural e funcional do coragédo por ecocardiograma

A analise estrutural e funcional cardiaca foi realizada in vivo por meio do
ecocardiograma. A andlise ecocardiogréfica foi realizada apds 6 e 18 semanas da
inducdo de EAo. O estudo apds 6 semanas teve como finalidade caracterizar,
estrutural e funcionalmente, os ratos, a fim de formar dois grupos homogéneos com
EAo0: EAo-N e EAo-H. O ecocardiograma representa uma alternativa para o estudo
da funcéo ventricular e pode oferecer importantes informagdes sobre desempenho

cardiaco em roedores®. Ele permite avaliar: 1) a morfologia e a funcdo do
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coracdo™®"?%): 2) a evolucdo da disfuncéo cardiaca causada por diferentes tipos de
agressdo!’”; e 3) os efeitos de diferentes intervencdes sobre o coracdo™. E um
método versatil, seguro, indolor, ndo invasivo e importante para anélises seriais’®. E
um procedimento que causa menos alteragfes fisiologicas cardiacas do que
técnicas invasivas, como a hemodinamica’®. E amplamente aceito e utilizado para a
determinacdo da massa do ventriculo esquerdo, embora possa superestimar 0s
valores determinados pés-sacrificio®.

Para a realizacdo do exame, os ratos foram anestesiados com cloridrato de
ketamina (50 mg/kg/ip) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip) e posicionados em
decubito lateral esquerdo. Utilizou-se o ecocardiégrafo modelo Vivid S6 (General
Electric Medical Systems, Tirat Carmel, Israel), equipado com transdutor eletrénico
de 12 MHz. Para medir as estruturas cardiacas, foram utilizadas imagens em modo-
M com o feixe de ultra-som orientado pela imagem bidimensional com o transdutor
na posicdo paraesternal eixo menor. A imagem monodimensional do ventriculo
esquerdo (VE) foi obtida posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do plano da
valva mitral entre os musculos papilares®”. As imagens da aorta e do atrio esquerdo
também foram obtidas na posi¢éo paraesternal eixo menor com o cursor do modo-M
posicionado ao nivel da valva adrtica. Posteriormente, as estruturas cardiacas foram
medidas manualmente com o auxilio de um paquimetro em, pelo menos, cinco ciclos
cardiacos consecutivos. O diametro diastdlico do VE (DDVE) e a espessura
diastélica da parede posterior do VE (EDPP) e do septo interventricular (EDSIV)
foram medidos no momento correspondente ao didmetro maximo da cavidade. O
didametro sistdlico do VE (DSVE) e a espessura sistdlica da parede posterior do VE
(ESPP) e septo interventricular (ESSIV) foram medidos no momento correspondente

ao didmetro minimo da cavidade. Para avaliar a funcéo sistolica do VE, foram
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calculadas a porcentagem de encurtamento endocéardico (% Enc. Endo), [(DDVE -
DSVE) / DDVE x 100], e a velocidade de encurtamento da parede posterior do VE
(VEPP), tangente maxima do movimento sistolico da parede posterior. No estudo da
funcéo diastolica do VE foram medidos os picos das velocidades do fluxo transvalvar
mitral correspondentes a fase de enchimento inicial (onda E) e a fase de enchimento
tardio, consequente a contragdo atrial (onda A), bem como o célculo da relagdo onda
E / onda A. Para a obtenc¢é&o dos fluxos relacionados a funcéo diastdlica, o transdutor
foi posicionado na regido correspondente a ponta do coracdo na imagem
denominada quatro camaras; a medida dos fluxos foi realizada no monitor do

ecocardiografo®.

2.7.2 — Andlise macroscoépica do coragdo post mortem

A andlise macroscépica post mortem permite identificar a presenca de
hipertrofia atrial e ventricular e foi realizada somente 18 semanas ap0s a indugédo da
EAo. Os animais foram submetidos a anestesia com pentobarbital sodico (50
mg/kg/ip) e eutanasiados por decapitagcdo. O coracdo dos animais foi removido e
dissecado. Para indicar o grau de hipertrofia cardiaca foram avaliados o peso dos
ventriculos esquerdo (VE) e direito (VD) e o peso dos atrios (AT). Também foram
analisadas as relagbes VE, VD e AT pelo comprimento da tibia, obtendo as

seguintes relac¢des: VE/tibia, VD/tibia e AT/tibia.

2.7.3 — Andlise do metabolismo energético miocardico

O metabolismo energético miocardico foi analisado por meio das enzimas
reguladoras envolvidas no metabolismo da glicose e dos acidos graxos. Foram
analisadas as seguintes enzimas: fosfofrutoquinase (PFK, E.C.2.7.1.11) e piruvato

desidrogenase (PDH, E.C.1.2.4.1), associadas a via anaerdbica; beta-hidroxi-acil
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CoA desidrogenase (OHADH, E.C.1.1.1.35), relacionada a oxidacdo dos &cidos
graxos; citrato sintase (CS, E.C. 4.1.3.7), reguladora do fluxo de metabdlitos através
do Ciclo de Krebs e marcadora do metabolismo aerébico® e ATP sintetase (E.C.

3.6.3.14), enzima final da fosforilacdo oxidativa.

2.7.3.1 — Obtencao das amostras

Amostras de 200 mg do VE foram homogeneizadas em Potter Elvehjem com
pistilo de teflon, com 5 mL de tampdo fosfato de sdédio 0,1 M, pH 7,0. Os
homogeneizados foram centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos em centrifuga
refrigerada a -4°C, sendo os sobrenadantes utilizados para as determinacGes de
proteinas totais e enzimas reguladoras das vias metabdlicas. A atividade da ATP
sintetase foi determinada ap6s ressuspensédo do precipitado com tampao fosfato de
sédio 0,1 M contendo 250 mM de sacarose e 2 mM de EDTA, e centrifugagédo a

10.000 rpm por 5 minutos.

2.7.3.2 — Quantificacao das enzimas reguladoras

A atividade da PFK foi determinada em solucao tamp&o contendo Tris-HCI (50
mM; pH 8,0), MgCl,, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, aldolase, trifosfato
isomerase, ATP e frutose-6-fosfato, com medidas da velocidade de oxidagcdo do
NADH,. Na presenca de tampéao fosfato de potéassio (50 mM; pH 7,4), determinou-se
a atividade da PDH em mistura reativa contendo NAD, tiamina pirofosfato, coenzima
A, ditiotreitol, MgCl,, NBT, piruvato de sodio e fenazina metasulfato, onde se mediu a
conversdo do piruvato em acetil-CoA através da velocidade de reducdo do NAD. A
atividade da OHADH foi determinada na presenca de 0,1 mM de NADH, tendo 0,05
mM de acetoacetil coenzima-A como substrato. A quantificagdo da CS foi em

tampao Tris-HClI 50 mM, pH 8,0, contendo acetil-CoA 0,1 mM, dithiobis-2-
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nitrobenzoato (DTNB) e oxaloacetato 0,5 mM. A atividade da ATP sintetase foi
determinada em meio tamponado (Tris-HCI 50 mM; pH 8,0), na presenca de MgCly,
NADH, fosfoenolpiruvato, ATP, LDH e piruvato quinase. Os reagentes utilizados
foram da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). As atividades enzimaticas
foram determinadas com a utilizacdo do leitor de microplacas pQuant MQX200 e
software KCjunior (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA), e as andlises
espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotdbmetro UV/visivel Ultrospec

5000 e software Swift Il (Pharmacia Biotech, Cambridge, ENG, UK).

2.7.4 — Andlise molecular do coracgao

A avaliacdo molecular da expresséao proteica das isoformas de cadeia pesada
de miosina e das proteinas envolvidas no transito de calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico (RS) foi realizada no VE, pelas técnicas de eletroforese e de

Western Blot respectivamente.

2.7.4.1 — Extracdo das proteinas miocardicas

Fragmentos do ventriculo esquerdo foram rapidamente congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C. A amostra congelada foi
homogeneizada em aparelho Polytron (lka Ultra Turrax'™ T25 Basic, Wilmington,
USA) com tampao fosfato (fosfato de potassio 50 mM pH 7,0, sacarose 0,3 M, DTT
0,5 mM, EDTA 1 mM pH 8,0, PMSF 0,3 mM, NaF 10 mM e coquetéis inibidores de
protease e fosfatase) para a andlise das isoformas de cadeia pesada de miosina e
com tampao RIPA (Tris HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, NP-40 1%, desoxicolato
de sdodio 0,5%, SDS 0,1% e coquetéis inibidores de protease e fosfatase) para as
analises por Western Blot. O processo foi realizado trés vezes durante 10 segundos

a 4°C, com intervalos de 20 segundos. O produto da homogeneizacéo foi
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centrifugado (Eppendorf 5804R, Hamburg, Germany) a 12.000 rpm por 20 minutos a
4°C, e o sobrenadante transferido para tubos eppendorfs e armazenado em freezer
a -80°C. A concentracdo de proteina foi analisada pelo método de Bradford®,
utilizando as curvas de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como

padréo.

2.7.4.2 — Andlise das isoformas de cadeia pesada de miosina (MyHC)

Apés a extracdo das proteinas, item 2.7.4.1, a separacdo das isoformas de
MyHC do miocérdio foi realizada através de eletroforese em gel de poliacrilamida
duodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE)®*%. Foi procedida a eletroforese com 12 ug
de proteina total, em gel de resolucdo a 8% e gel de empacotamento a 4%, durante
40 horas de corrida a 100 V e, em seguida, corado com Coomassie Blue. Por fim, as
isoformas de MyHC foram identificadas de acordo com seus pesos moleculares e a

porcentagem relativa de cada tipo foi quantificada por densitometria.

2.7.4.3 — Expressao das proteinas do transito de calcio

A expressao das proteinas do transito de calcio foi realizada pela técnica de
Western Blot, que é um método frequentemente utilizado em pesquisas para
detectar proteinas em um homogenato de tecido biologico®®”. O método
compreende as seguintes etapas: extracdo de proteinas, eletroforese em gel,
transferéncia das proteinas do gel para uma membrana de nitrocelulose,
identificacdo das proteinas por anticorpos especificos e quantificacdo dos blots de
polipetideos.

Neste trabalho foi realizada a expresséo das seguintes proteinas: SERCA2a,
PLB, pPLB Serl6 e pPLB Thrl7. Além disso, foi analisada a expressdo da proteina

de normalizacao, a B-actina.
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Apds a extragdo e quantificacdo da concentracdo protéica, item 2.7.4.1, as
amostras cardiacas foram diluidas em tampao Laemmli (Tris-HCI 240 mM, SDS,
0,8%, glicerol 40%, azul de bromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200 mM) e
separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico,
de empilhamento (Tris-HCI 240 mM pH 6,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed) e de
resolucdo (Tris-HCI 240 mM pH 8,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed). A
concentracdo do gel de resolucado variou entre 6 a 15%, dependendo do peso
molecular da proteina analisada. No primeiro poco do gel foi aplicado um padréo de
peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
para identificagdo do tamanho das bandas. A corrida eletroforética foi efetuada a
120V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por um periodo variavel
de acordo com o tamanho da proteina, em média 1h30 minutos, com tampé&o de
corrida (Tris 0,25 M, glicina 192 mM e SDS 1%).

Apos corrida eletroforética, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose utilizando-se sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
contendo tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS
0,1%). ApOs a transferéncia os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a
membrana foram bloqueados mediante incubagao com solug¢ao blogqueadora a 0,5%
de leite em pd desnatado Molico® (Nestlé Brasil, Aracatuba, SP, Brasil), dissolvido
em tampéao TBS-T (Tris 10 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM e Tween 20 0,1%) por 120
minutos a temperatura ambiente (24°C) sob constante agitagcdo. Em seguida, a
membrana foi lavada trés vezes em tampédo TBS-T (Tris 10 mM, pH 7,6, NaCl 150
mM e Tween 20 0,1%) e incubada com o anticorpo primario diluido na solucéo

blogueadora, sob agitacdo constante por 12 horas. ApOs a incubacdo com o
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anticorpo primario, a membrana foi lavada trés vezes em tampao TBS-T e incubada
com o anticorpo secundéario conjugado com peroxidase diluido na solucdo
bloqueadora, por 2 horas sob agitagdo constante. Para remover o excesso de
anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em tampdo TBS-T. A
imuno-deteccao foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de acordo
com as instrucbes do fabricante (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham
Biosciences, NJ-USA). Finalmente, as membranas foram analisadas em
fotodocumentador Gel Logic 6000 Pro (Carestream Health, Rochester, NY, USA) e
as analises gquantitativas das bandas protéicas (blots) foram realizadas pelo software
Carestream Molecular Imaging 5.0 (Carestream Health, Rochester, NY, USA).
Anticorpos primarios:

SERCA2 ATPase, mouse IgGl (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO,

USA). Concentragéo recomendada pelo fabricante, 1: 2500.

Phospholamban, rabbit 1IgG (Abcam, Cambridge, MA, USA). Concentracao

recomendada pelo fabricante, 1:5000.

Phospho-Phospholamban (Serl6), rabbit 1gG (Badrilla, Leeds, West

Yorkshire, UK). Concentracao recomendada pelo fabricante, 1:5000.

Phospho—Phospholamban (Thr17), rabbit IgG (Badrilla, Leeds, West Yorkshire,

UK). Concentracdo recomendada pelo fabricante, 1:5000.

B-Actin, rabbit 1gG (Cell Signaling, Danvers, MA, USA). Concentracao

recomendada pelo fabricante, 1:1000.
Anticorpos secundarios:

Os anticorpos secundarios anti-rabbit IgG-HRP ab97069 e anti-mouse IgG-

HRP ab98808 (Abcam, Cambridge, MA, USA) foram utilizados na titulagéo de

1:5000-1:10000.
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2.8 — Andlise estatistica

Os dados foram expressos por meio de medidas descritivas de posi¢édo e
variabilidade. A comparagdo entre os grupos Sham e EAo na 6% semana poOs-
inducdo da EAo foi realizada pelo teste "t" de Student ou Mann-Whitney para
amostras independentes. As comparagdes entre 0os grupos no final do experimento,
182 semana, foram realizadas pela técnica de andlise de variancia (ANOVA) para
esquema de dois fatores no experimento completamente casualizado (quando nao-
paramétrico, Kruskal-Wallis) complementada com teste de comparacfes multiplas de
Bonferroni (quando n&o-paramétrico, Dunn)®). As conclusdes estatisticas foram

discutidas ao nivel de significancia de 5%.

34



RESULTADOS



3. RESULTADOS

3.1 — Caracterizacdo ecocardiografica dos grupos Sham e EAo na 62 semana
Os dados ecocardiograficos dos grupos Sham e EAo obtidos na 62 semana

estao apresentados na Tabela 2. Os animais do grupo EAo apresentaram fragéo de

ejecdo, %Enc. Endo, esp. rel. VE, indice MVE, AE, AE/AO e AE/PC aumentados em

relagéo ao grupo Sham.

Tabela 2. Dados ecocardiogréaficos dos grupos Sham e EAo0 na 62 semana

Grupos
Variaveis Sham (n=8) EAo0 (n=24)
FC (bpm) 321 + 68 300 + 31
Fracao ejecao 0,91 + 0,02 0,97 £ 0,02 *
% Enc. Endo 548+ 2,6 71,2+6,6*
VEPP (mm/s) 379+38 33,9+6,9
E/A* 1,52 (1,42; 2,21) 1,29 (0,57; 5,74)
Esp. rel. VE 0,39 + 0,03 0,50 £ 0,07 *
indice MVE (g/kg) 2,25+0,21 2,85+ 0,68 *
AE (mm) 5,06 + 0,68 6,15+ 1,15*
AE/AO 1,45 +0,19 1,73+0,33*
AE/PC (mm/kg) 17,3+2,2 22,4 + 4,6*

Sham: grupo controle; EAo: grupo estenose adrtica supravalvar. FC: frequéncia cardiaca;
%Enc.Endo: porcentagem de encurtamento endocérdico; VEPP: velocidade de
encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo (VE); E/A: relacdo entre onda E
e onda A do fluxo transmitral; Esp.rel.VE: espessura relativa da parede do VE; indice MVE:
indice de massa do VE; AE: didmetro do atrio esquerdo; AE/AQ: relag&o entre didmetro do
atrio esquerdo e didmetro da aorta; AE/PC: relagdo entre didmetro do &trio esquerdo e

Eeso corporal. Dados expressos em média + desvio padrdo, Teste “t” de Student, *p< 0,05.
: Dados expressos em mediana e valores minimo e méaximo, teste de Mann-Whitney.

Na Tabela 3 estdo apresentados os dados ecocardiograficos dos grupos EAo,
na 62 semana, antes de receberem a dieta normolipidica (EAo-N) ou a dieta

hiperlipidica (EAo-H). N&o houve diferenca estatistica em nenhuma das variaveis

analisadas.
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Tabela 3. Dados ecocardiograficos dos grupos EAo-N e EAo-H na 62 semana

Grupos
Variaveis EAo0-N (n=12) EAo0-H (n=12)
FC (bpm) 296 + 34 304 + 29
Fracao ejecao 0,97 £ 0,02 0,97 £ 0,02
% Enc. Endo 71,4+6,8 71,0+6,8
VEPP (mm/s) 335+6,1 342+78
E/A* 1,08 (0,70; 5,74) 1,31 (0,57; 2,00)

Esp. rel. VE 0,52 £ 0,06 0,49 £ 0,09
indice MVE (g/kg) 2,82 +0,83 2,88 + 0,52
AE (mm) 6,17 £ 0,90 5,83 +0,53
AE/AO 1,80 £ 0,41 1,66 £ 0,22
AE/PC (mm/kg) 21,5+3,7 22,1+3,5

EAo-N: grupo estenose aodrtica supravalvar com dieta normolipidica; EAo-H: grupo
estenose adrtica supravalvar com dieta hiperlipidica. FC: frequéncia cardiaca; %Enc.Endo:
porcentagem de encurtamento endocéardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede
posterior do ventriculo esquerdo (VE); E/A: relacdo entre onda E e onda A do fluxo
transmitral; Esp.rel.VE: espessura relativa da parede do VE; indice MVE: indice de massa
do VE; AE: didmetro do atrio esquerdo; AE/AO: relagéo entre didmetro do &trio esquerdo e
didmetro da aorta; AE/PC: relacéo entre didmetro do &atrio esquerdo e peso corporal.
Dados expressos em média + desvio padrdo, Teste “t” de Student. *: Dados expressos em
mediana e valores minimo e maximo, teste de Mann-Whitney.

3.2 — Perfil nutricional

Os parametros de avaliagdo do perfil nutricional dos animais ao final do
experimento estdo apresentados na Tabela 4. Ndo houve diferenca estatistica no
peso corporal final dos grupos, entretanto o ganho de peso foi significantemente
menor no grupo EAo-N em relagcdo ao Sham-N. A ingestao alimentar foi menor nos
grupos Sham-H e EAo-H em relacdo aos grupos Sham-N e EAo-N, respectivamente.
Calculando-se a ingestdo caldrica, o grupo EAo-H ingeriu menor quantidade de
calorias que o grupo Sham-H. A eficiéncia alimentar foi menor nos grupos Sham-N e
EAo0-N vs Sham-H e EAo-H, respectivamente. A gordura corporal total e o indice de
adiposidade foram maiores no grupo EAo-H em relacdo ao grupo EAo-N. Os niveis

de triacilglicerol e glicemia ndo foram diferentes entre 0os grupos, e 0s acidos graxos
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livres ndo-esterificados estdo diminuidos no grupo EAo-N em relagdo ao grupo

Sham-N.

Tabela 4. Perfil nutricional dos animais

Dieta

Variavel Grupo Normo (n=12) Hiper (n=12) Valor p
Peso corporal final Sham 447 £ 45 464 £ 75 p > 0,05
(9) EAo 405 + 46 422 + 30 p > 0,05

Valor p p > 0,05 p > 0,05
Ganho de peso Sham 382 + 49 393 + 77 p > 0,05
(9) EAo 336 + 47 352 + 28 p > 0,05

Valor p p < 0,05 p > 0,05
Ingestdo alimentar Sham 29,1+3,8 229+35 p<0,01
(g/dia) EAO 27,2+33 204+22 p<0,01

Valor p p > 0,05 p > 0,05
Ingestdo calérica Sham 85,2 +11,2 83,4+129 p>0,05
(kcal/dia) EAo 79,8+9,7 744+79  p>0,05

Valor p p > 0,05 p <0,05
Eficiéncia alimentar Sham 2,07 £0,38 2,49 +£0,51 p < 0,05
(%) EAo 1,95 + 0,42 266+031 p<0,01

Valor p p > 0,05 p > 0,05
Gordura corporal Sham 20,7 +7,7 26,6+129 p>0,05
total (g) EAO 16,1+ 8,2 237+46 p<0,05

Valor p p > 0,05 p > 0,05
indice de Sham 4,60 +1,51 557+1,97 p>0,05
adiposidade EAo 3,88 + 1,63 564+1,05 p<0,01

Valor p p > 0,05 p > 0,05
Glicemia Sham 91+ 7 98 + 15 p > 0,05
(mg/dL) EAo 90 +9 92+ 11 p > 0,05

Valor p p > 0,05 p > 0,05
Triacilglicerol Sham 47,0+ 16,4 48,3 £ 15,6 p > 0,05
(mg/dL) EAo 39,3+ 14,6 49,7+12,7 p>0,05

Valor p p > 0,05 p > 0,05
Acidos graxos livies  gham 038+0,13  0,34+005 p>005

nao-esterificados

(mmoliL) EAo 0,30 = 0,07 0,34+0,08 p>0,05

Valor p p < 0,05 p > 0,05

Sham: grupo controle; EAo: grupo estenose adrtica supravalvar; Normo: dieta normolipidica;
Hiper: dieta hiperlipidica. Dados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA complementada

com Bonferroni, p<0,05.



3.3 —Teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico

A Tabela 5 mostra a porcentagem de umidade em fragmentos dos ventriculos
esquerdo e direito, do pulméo e do figado nos grupos Sham-N, Sham-H, EAo-N e
EAo-H. N&do houve diferenca estatistica entre os grupos, mostrando que os animais

com EAo0 ndo apresentam reten¢do hidrica, ou seja, sinais de insuficiéncia cardiaca.

Tabela 5. Porcentagem (%) de umidade nos tecidos

., Dieta
Variavel Grupo Normo (n=12) Hiper (n=12) Valor p
Sham 75,2 (52,4, 85,2) 74,1(70,1;77,4) p>0,05
VE EAO 75,9 (73,0;81,4) 76,2(73,8;80,3) p>0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
Sham 75,9 (70,1;85,9) 75,2(72,1;79,1) p>0,05
Vo EAo0 76,0 (74,6, 77,8) 76,5(74,7,77,5 p>0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
. Sham 77,1+25 77,7+22 p > 0,05
AT EAO 77,8+14 77021 p > 0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
. Sham 67,6 (66,1; 70,5) 66,1(62,7;69,4) p>0,05
Pulmao EAO 67,4 (66,2; 69,1) 66,7 (65,5;77,4) p>0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
) Sham 78,7 (68,4, 82,2) 78,7 (63,3;88,1) p>0,05
Flgado EAo0 78,9 (75,3;80,2) 79,2(77,4;85,6) p>0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05

Sham: grupo controle; EAo: grupo estenose aértica supravalvar; Normo: dieta normolipidica;
Hiper: dieta hiperlipidica; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; AT: atrio. Dados
expressos em mediana e valores minimo e méximo. Kruskal-Wallis complementado com Dunn,
p<0,05. *Dados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA complementada com
Bonferroni, p<0,05.

3.4 — Caracterizacdo da remodelacao cardiaca na 182 semana
3.4.1 — Quantificacdo das enzimas reguladoras do metabolismo energético

Na Tabela 6 estdo apresentados os dados do metabolismo energético
miocardico dos grupos Sham-N, EAo-N, Sham-H e EAo-H. A atividade da enzima

ATP sintetase mostrou-se aumentada nos grupos EAo-N e EAo-H vs seus
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respectivos controles, Sham-N e Sham-H; sendo que, o grupo Sham-H apresentou
maior atividade dessa enzima em relagao ao grupo Sham-N.
Tabela 6. Metabolismo energético cardiaco
Variavel Grupo Normo (nZG;Dleta Hiper (n=6) Valor p
Fosfofrutoquinase Sham 223,3£28,8 192,0+285 p>0,05
(nmol/g tecido) EAO 200,3 + 36,8 168,2 +50,7 p > 0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
PDH Sham 256,2 + 14,5 1945+39,4 p>0,05
(nmol/g tecido) EAo 244,1+103,1  218,1+914 p>0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
OHADH Sham 0,21 £ 0,02 0,24 + 0,10 p > 0,05
(nmol/mg tecido) EAO 0,21 + 0,02 0,19+0,01 p>0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
Citrato sintase Sham 0,51 +0,22 045+0,15 p>0,05
(nmol/mg tecido) EAO 0,33+0,12 0,33+0,06 p>0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
ATP sintetase Sham 56,9 + 18,6 156,0 £ 65,7 p<0,05
(nmol/mg tecido) EAo  310,1+1050 376,0+90,3 p>0,05
Valor p p<0,01 p<0,01

Sham: grupo controle; EAo: grupo estenose adrtica supravalvar; Normo: dieta normolipidica;
Hiper: dieta hiperlipidica; PDH: piruvato desidrogenase; OHADH: beta hidroxiacil CoA
desidrogenase. Dados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA complementada com
Bonferroni, p<0,05.

3.4.2 — Analise macroscopica do coragdo post mortem

A Tabela 7 mostra a estrutura macroscopica cardiaca post mortem dos
grupos Sham-N, EAo-N, Sham-H e EAo-H. O peso do VE e do AT e as relagdes
VE/tibia e AT/tibia foram maiores nos grupos EAo-N e EAo-H vs Sham-N e Sham-H,
respectivamente. Adicionalmente, o peso do AT e a relacdo AT/tibia foi menor no
grupo EAo-H quando comparado ao grupo EAo-N. O grupo EAo-N apresentou

menor comprimento da tibia em comparacdo ao grupo Sham-N.
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Tabela 7. Analise macroscépica cardiaca post mortem

. Dieta
Variavel Grupo Normo (n=12) Hiper (n=12) Valor p
VE (g) Sham 0,81+0,11 0,79 £ 0,09 p > 0,05
J EAO0 1,21+£0,18 1,14 +£0,18 p > 0,05
Valor p p<0,01 p<0,01
VD (g) Sham 0,28 £ 0,07 0,23 +0,03 p > 0,05
J EAO0 0,29+ 0,10 0,27 £ 0,03 p > 0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
AT (g) Sham 0,11 + 0,02 0,10 = 0,02 p > 0,05
J EAO0 0,21 +£0,10 0,16 = 0,04 p <0,05
Valor p p<0,01 p<0,01
L Sham 4,27 + 0,09 4,25+0,12 p > 0,05
Tibia (cm)
EAO0 4,18 + 0,07 4,20+ 0,10 p > 0,05
Valor p p < 0,05 p > 0,05
L Sham 0,19 £ 0,02 0,19 + 0,02 p > 0,05
VE/tibia (g/cm)
EAO 0,29 £ 0,04 0,27 £ 0,04 p > 0,05
Valor p p<0,01 p<0,01
o Sham 0,07 £ 0,02 0,05+0,01 p > 0,05
VDitibia (g/cm)
EAO 0,07 £ 0,02 0,06 £ 0,01 p > 0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
L Sham 0,03+0,01 0,02 + 0,005 p > 0,05
ATl/tibia (g/cm)
EAO 0,05 = 0,02 0,04 £ 0,01 p <0,05
Valor p p<0,01 p < 0,05

Sham: grupo controle; EAo: grupo estenose aértica supravalvar; Normo: dieta normolipidica;
Hiper: dieta hiperlipidica; VE: peso do ventriculo esquerdo; VD: peso do ventriculo direito; AT:
peso do atrio; VE/tibia: relacdo do peso do ventriculo esquerdo pela tibia; VD/tibia: relacdo do
peso do ventriculo direito pela tibia; AT/tibia: relagdo do peso do &trio pela tibia. Dados
expressos em média * desvio padrao. ANOVA complementada com Bonferroni, p<0,05.

3.4.3 — Analise estrutural e funcional do coragéo por ecocardiograma

Os dados ecocardiogréaficos dos grupos na 182 semana estdo apresentados
na Tabela 8. Os grupos EAo-N e EAo-H apresentaram fracdo de ejecdo, %Enc.
Endo, Esp. rel. VE, indice MVE, AE e AE/PC aumentados em comparacdo aos
grupos Sham-N e Sham-H, respectivamente. A relagdo AE/AO foi maior no grupo
EA0-N vs Sham-N. A relagdo AE/PC foi maior no grupo EAo-N vs EAo-H. O diametro

do AE (p=0,10) e a relagdo AE/AO (p<0,06) foi maior no grupo EAo-N vs EAo-H.
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Tabela 8. Dados ecocardiograficos dos grupos na 182 semana

. Dieta
Variavel Grupo Normo (n=12) Hiper (n=12) Valor p
Sham 296 = 60 305 + 37 p > 0,05
FC (bpm)
EAO 276 = 30 287 £ 45 p > 0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
. Sham 0,91 (0,81; 0,96) 0,91 (0,88;0,94) p>0,05
Fracéo ejecéao
EAO0 0,99 (0,79; 0,99) 0,98 (0,89; 1,00) p>0,05
Valor p p<0,01 p<0,01
Sham 56,0 £ 6,6 559+3,1 p > 0,05
% Enc. Endo
EAO0 72,1+10,8 68,7 £ 9,7 p > 0,05
Valor p p<0,01 p<0,01
Sham 40,9+ 6,9 36,6 54 p > 0,05
VEPP (mm/s)
EA0 36,8 8,0 38,2+6,4 p > 0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
E/A Sham 1,47 (0,72; 2,50) 1,71 (1,14;2,02) p>0,05
EAo0 1,45 (0,75; 9,39) 1,45 (0,56; 2,00) p>0,05
Valor p p > 0,05 p > 0,05
Sham 0,37 £ 0,02 0,39 £ 0,04 p > 0,05
Esp. rel. VE
EAO 0,56 = 0,06 0,58 £ 0,08 p > 0,05
Valor p p<0,01 p<0,01
indice MVE Sham 1,74 +£0,22 1,58 £ 0,19 p > 0,05
(9/kg) EAO 2,87 + 0,67 2,53 + 0,52 p > 0,05
Valor p p<0,01 p<0,01
Sham 4,99 + 0,59 5,29 £ 0,54 p > 0,05
AE (mm)
EAO 6,90+1,44 6,26 +£ 0,88 p > 0,05
p<0,01 p <0,05
Sham 1,28 +0,14 1,36 + 0,18 p > 0,05
AE/AO
EA0 1,77 £ 0,42 1,57 £ 0,26 p > 0,05
Valor p p<0,01 p > 0,05
AE/PC Sham 109+1,2 115+2,1 p > 0,05
(mm/kg) EAo 16,5 + 3,8 14,4+ 1,8 p <0,05
Valor p p<0,01 p<0,01

Sham: grupo controle; EAo: grupo estenose aodrtica supravalvar; Normo: dieta normolipidica;
Hiper: dieta hiperlipidica; FC: frequéncia cardiaca; %Enc.Endo: porcentagem de encurtamento
endocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo
(VE); E/A: relacéo entre onda E e onda A do fluxo transmitral; Esp.rel.VE: espessura relativa da
parede do VE; indice MVE: indice de massa do VE; AE: didmetro do atrio esquerdo; AE/AO:
relacdo entre AE e didmetro da aorta; AE/PC: relacdo entre AE e peso corporal. Dados expressos

em média * desvio padrdo. ANOVA complementada com Bonferroni, p<0,05. ": Dados expressos
em mediana e valores minimo e maximo. Kruskal-Wallis complementado com Dunn, p<0,05.
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3.4.4 — Analise das isoformas de cadeia pesada de miosina (MyHC)
A razdo B/a MyHC dos grupos esta apresentada em unidade arbitraria na
Tabela 9. Os animais EAo-N e EAo0-H apresentaram maior razéo p/a MyHC em

relacéo aos animais Sham-N e Sham-H, respectivamente.

Tabela 9. Razéo /a das isoformas de cadeia pesada de miosina (MyHC)

. Dieta
Variavel Grupo Normo (n=6) Hiper (n=6) Valor p
Sham 1,01 +£0,01 0,99 £ 0,03 p > 0,05
B/a MyHC
EAO 1,07 £ 0,01 1,05 +£0,03 p > 0,05
Valor p p<0,01 p <0,01

Sham: grupo controle; EAo: grupo estenose adrtica supravalvar; Normo: dieta normolipidica;
Hiper: dieta hiperlipidica. Dados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA complementada
com Bonferroni, p<0,05.

3.4.5 — Expressédo das proteinas do transito de calcio

As expressoes das proteinas SERCA2a, PLB, pPLB Serl6 e pPLB Thrl7 e as
relacbes SERCA2a/PLB, pPLBSerl6/PLB e pPLBThrl7/PLB estdo apresentadas em
unidades arbitrarias nas Figuras 2-8.

Os grupos EAo-N e EAo-H apresentaram menor expressdao da SERCA2a

guando comparados aos grupos Sham-N e Sham-H, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Sham-N (n=6): grupo controle com dieta normolipidica; Sham-H
(n=6): grupo controle com dieta hiperlipidica; EAo-N (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta normolipidica; EAo-H (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta hiperlipidica. Dados expressos em média +

desvio padrédo. ANOVA complementada com Bonferroni. * p<0,05 EAo-N x
Sham-N; * p<0,01 EAo-H x Sham-H.
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Figura 3. Sham-N (n=6): grupo controle com dieta normolipidica; Sham-H
(n=6): grupo controle com dieta hiperlipidica; EAo-N (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta normolipidica; EAo-H (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta hiperlipidica. Dados expressos em média +
desvio padrdo. ANOVA complementada com Bonferroni. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos.

em relacdo aos grupos Sham-N e EAo-H (Figura 4).

N&o houve diferenca estatistica na expressao da PLB entre os grupos (Figura

Os animais do grupo EAo-N apresentaram maior expressao de pPLB Serl6
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Figura 4. Sham-N (n=6): grupo controle com dieta normolipidica; Sham-H
(n=6): grupo controle com dieta hiperlipidica; EAo-N (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta normolipidica; EAo-H (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta hiperlipidica. Dados expressos em média +
desvio padrdo. ANOVA complementada com Bonferroni. * p<0,01 EAo-N x

Sham-N; % p<0,05 EA0-H x EAo-N.

N&o houve diferenca estatistica ha expressao da pPLB Thrl7 entre os grupos

(Figura 5).
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Figura 5. Sham-N (n=6): grupo controle com dieta normolipidica; Sham-H
(n=6): grupo controle com dieta hiperlipidica; EAo-N (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta normolipidica; EAo-H (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta hiperlipidica. Dados expressos em média +
desvio padrdo. ANOVA complementada com Bonferroni. N&o houve
diferenca estatistica entre os grupos.
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A relacdo SERCA2a/PLB foi menor nos grupos EAo-N e EA0-H vs Sham-N e

Sham-H, respectivamente (Figura 6). O grupo Sham-H apresentou maior relacao

SERCA2a/PLB em comparagéao ao Sham-N.

Figura 6. Sham-N (n=6): grupo controle com dieta normolipidica; Sham-H
(n=6): grupo controle com dieta hiperlipidica; EAo-N (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta normolipidica; EAo-H (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta hiperlipidica. Dados expressos em média +
desvio padrdo. ANOVA complementada com Bonferroni. ¥ p<0,05 Sham-H

X Sham-N; * p<0,01 EAo-N x Sham-N; * p<0,01 EAo-H x Sham-H.

A relacéo pPLB Serl6/PLB foi maior no grupo EAo-N em relacdo aos grupos

Sham-N e EAo-H (Figura 7).
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Figura 7. Sham-N (n=6): grupo controle com dieta normolipidica; Sham-H
(n=6): grupo controle com dieta hiperlipidica; EAo-N (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta normolipidica; EAo-H (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta hiperlipidica. Dados expressos em média +

desvio padrdo. ANOVA complementada com Bonferroni. * p<0,01 EAo-N x
Sham-N; 3 p<0,05 EAo-H x EAO-N.

A relacéo pPLB Thrl17/PLB néo foi diferente entre os grupos (Figura 8).

pPLB Thr 17/PLB
&

\\gm

0-

Sham-N Sham-H EAo-N EAo-H

Figura 8. Sham-N (n=6): grupo controle com dieta normolipidica; Sham-H
(n=6): grupo controle com dieta hiperlipidica; EAo-N (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta normolipidica; EAo-H (n=6): grupo estenose
aortica supravalvar com dieta hiperlipidica. Dados expressos em média +
desvio padrdo ANOVA complementada com Bonferroni. N&o houve
diferenca estatistica entre os grupos.
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4. DISCUSSAO

4.1 — Dietas hiperlipidicas

Mundialmente, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas com a utilizagao
de dietas manipuladas de acordo com o tratamento de interesse®*’). O
desenvolvimento de dietas é resultante da alteracdo na quantidade ou no tipo dos
ingredientes e/ou resultante da adicdo de farmacos. Inidmeros pesquisadores
alteram suas dietas por simples adicdo do composto de interesse; entretanto, a
adicdo de um componente, em grande quantidade, € acompanhada de diluicdo dos
demais compostos da dieta, o que podera comprometer as conclusdes do estudo.
Trabalhos anteriores, realizados em nosso laboratério, utilizando dietas hiperlipidicas
para indugdo de obesidade em ratos, apresentavam diminuicdo nos niveis de
carboidratos em relacdo a dieta normolipidica; como citado anteriormente, essa
alteracdo poderia dificultar a conclusdo do fator responsavel pelos resultados
observados nos estudos>7*8%), Esse mesmo viés metodolégico é encontrado em

trabalhos da literatura mundial®>"Y,

Com a finalidade de estudar apenas o efeito do
aumento de lipideos, foram desenvolvidas, no presente estudo, dietas normolipidica
e hiperlipidica acompanhadas de equilibrio nos niveis de carboidratos (Tabela 1).

Essa formulagao nos permite inferir que as alteracdes observadas foram decorrentes

da influéncia da quantidade de gordura.

4.2 — Estrutura e funcgéo por ecocardiograma na 62 semana
Como a proposta deste estudo € iniciar os tratamentos dietéticos em animais
com EAo e alteragBes de estrutura e funcdo cardiacas, tornou-se necesséria a

avaliacao in vivo desses ratos na 62 semana para comprovar se a EAo promoveu RC.
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Os dados ecocardiograficos (Tabela 2) mostraram que a EAo levou a alteracdo
estrutural do tipo hipertrofia concéntrica e ao aumento do diametro absoluto e
relativo do &trio esquerdo. Os animais EAo apresentaram melhoria da funcéo
sistdlica visualizada pela fracdo de ejecdo e % enc. endo. Embora a relacdo E/A,
indicadora de funcédo diastdlica, tenha sido semelhante entre 0os grupos, 0 aumento
do AE acompanhado de melhoria na funcao sistolica sugere que a alteracéo atrial foi
consequente a disfuncéo diastdlica ventricular. Os dados estruturais e a analise dos
parametros relacionados com a fungdo sistdlica estdo de acordo com dados de

diversos autores 14152425

. O comportamento da relacdo E/A neste estudo foi
semelhante a Ribeiro et al®, Goncalves et al™ e Bregagnollo et al*®, mas diferiu
dos estudos citados anteriormente, onde se observou que essa variavel foi menor®
ou maior® nos animais EAo com 6 semanas. A divergéncia nos dados dessa

variavel pode ser atribuida a diferencas na frequéncia cardiaca desses animais,

dificultando a mensuracado da funcao diastdlica.

4.3 — Perfil nutricional dos animais na 182 semana

Desde que este trabalho teve como finalidade utilizar uma dieta hiperlipidica
gue poderia alterar a funcéo cardiaca, o perfil nutricional (Tabela 4) dos animais foi
analisado ao término do periodo experimental de 18 semanas. Embora a ingestéo
alimentar tivesse sido menor no grupo EAo-H vs EAo-N e a ingestdo caldrica
semelhante nos dois grupos, o indice de adiposidade foi maior no grupo EAo-H vs
EA0-N. A taxa de gordura é dependente do equilibrio entre o consumo de alimentos
e 0 gasto energético. O aumento da gordura corporal dos animais EAo-H pode ser
explicado pelo efeito térmico dos alimentos, visto que os lipideos necessitam de
baixa quantidade de energia, 2-3%, para serem metabolizados; portanto, os lipideos

gue ndo sdo necessarios na producdo de energia sdo depositados na forma de
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triglicérides nos adipocitos. A comparagdo do indice de adiposidade nos grupos
Sham mostra que esses animais nao tiveram o mesmo comportamento dos ratos
EAo, porque os Sham ndo tiveram aumento significativo do indice de adiposidade
com a dieta hiperlipidica. Nao encontramos dados na literatura que utilizaram
metodologia similar. A analise do perfil lipidico e glicEmico mostrou que o tratamento
dietético do grupo EAo néo alterou essas variaveis; esse comportamento pode ser
decorrente do curto periodo de exposicdo a dieta hiperlipidica. Outras variaveis
indicadoras de comorbidades associadas ao aumento da adiposidade precisam ser
analisadas, como leptina, insulina, resisténcia a insulina, teste de tolerancia a glicose

e pressao arterial sistémica.

4.4 — Remodelagéo cardiaca na 182 semana
4.4.1 — Metabolismo energético miocardico

O tratamento com a dieta hiperlipidica teve como finalidade aumentar o
metabolismo energético por meio de uma maior utilizacdo dos acidos graxos. Para
isso, foi necessario analisar o metabolismo energético cardiaco da glicose e dos
acidos graxos. A andlise das enzimas reguladoras do metabolismo energético
cardiaco mostrou que a dieta hiperlipidica ndo acarretou alteracdo da via glicolitica,
tanto anaerdbica quanto aerdbica, nem da via beta oxidativa evidenciada pelas
enzimas PFK, PDH, CS e OHADH entre os grupos (Tabela 6). Portanto, ndo ocorreu
a alteracdo proposta no estudo, ou seja, 0 aumento da beta oxidagcdo em detrimento
da via glicolitica nos ratos com sobrecarga pressérica. Os resultados obtidos neste
estudo dificultam a comparacdo com os trabalhos da literatura em virtude dos
autores utilizarem diferentes modelos experimentais, composicdo das dietas,
momentos de tratamento e variaveis analisadas®®+®3%°" Dentro desses estudos,

podemos comparar apenas a enzima CS do ciclo de Krebs e a MCAD da beta
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oxidac&o, nas quais os autores verificaram melhora®®*™ ou nao alteracéo®®® da
sua atividade nos grupos patoldgicos tratados com dietas hiperlipidicas.
Observou-se, neste projeto, um resultado interessante em relagédo a atividade
da ATP sintetase, enzima da Ultima etapa da fosforilagdo oxidativa, responsavel pela
sintese de ATP. Essa enzima mostrou-se elevada nos grupos EAo em comparacéo
aos animais Sham; o efeito da dieta hiperlipidica foi visualizado apenas entre os
animais Sham, n&o ocorrendo diferenca entre os EAo. Acreditamos que o aumento
da atividade da ATP sintetase nos grupos EAo em relacdo aos Sham se deva a
necessidade de maior producdo de ATP, visto que esses animais apresentam maior
crescimento celular e, consequentemente, alta demanda energética nesse modelo
de agressdo cardiaca. No grupo EAo-H em comparacdo ao grupo EAo0-N, nédo
ocorreu aumento da ATP sintetase provavelmente porque esses animais estariam
trabalhando na sua capacidade maxima de producdo. Apesar de n&o ter havido
diferenga na atividade das enzimas das vias glicolitica e beta oxidativa, o0 aumento
da ATP sintetase nos animais EAo sugere maior eficiéncia dessa enzima, desde que
a mesma utiliza o ADP proveniente da quebra do ATP para resintetizar esse

nucleotideo.

4.4.2 — Macroscopia cardiaca post mortem

A andlise macroscopica cardiaca post mortem na 182 semana (Tabela 7)
permite avaliar com seguranca as alteracdes estruturais; o resultado dessa avaliacao
mostrou hipertrofia ventricular esquerda e atrial nos animais com EAo comprovando
os achados obtidos na 62 semana pelo ecocardiograma. O modelo de estenose
aortica supravalvar expbe o VE a sobrecarga de presséo prolongada levando-o a
hipertrofia concéntrica como um mecanismo compensatorio para preservar a fungéo

sistdlica. Inicialmente, a hipertrofia consegue contrabalancear o aumento da tensao
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sistolica da parede do VE; entretanto, se esse processo continua, a RC acarreta
deterioracdo da funcdo do coracdo. O estimulo para essa remodelacdo cardiaca
ocorre por fatores mecéanicos e bioquimicos que agem nos receptores, canais
ibnicos e integrinas presentes na membrana sarcolemal, sinalizadores bioquimicos
citosolicos que desencadeiam aumentada sintese de proteinas e alteragbes na
expressdo génica ©?®. Os resultados estdo de acordo com trabalhos publicados
anteriormente por nosso grupo®®1"?® 0O tratamento com a dieta hiperlipidica nao
acarretou alteracdo na remodelagdo ventricular no grupo EAo0; entretanto, a
administracdo dietética atenuou significantemente a hipertrofia atrial evidenciada
pelo peso dos atrios em valor absoluto e relativo. Como a hipertrofia esta
relacionada com aumento de tensdo parietal®3*%%  podemos inferir que deve ter
ocorrido diminuicdo na tensdo parietal atrial, consequente a diminuicdo da pressao

diastélica final do VE.

4.4.3 — Estrutura e fungéo por ecocardiograma

A avaliacdo morfolégica e funcional cardiaca in vivo na 182 semana (Tabela 8)
foi realizada com auxilio do ecocardiograma. Este estudo mostrou que os animais
EA0 apresentaram alteragdo estrutural visualizada pelo aumento da esp. rel. VE,
indice MVE, AE e AE/PC, e alteracdo funcional demonstrada pela elevacdo da
fracdo de ejecdo e % Enc. Endo, em relagdo aos Sham; esses achados estdo de
acordo com outros autores®?¥. Constatou-se neste estudo que a dieta hiperlipidica
atenuou o processo hipertréfico atrial nos animais EAo evidenciado pela queda
significante na relacdo AE/PC. Outras variaveis que analisaram o comportamento do
atrio esquerdo, tais como o0 seu diametro e sua relacdo com o didmetro da aorta,

mostraram também tendéncia a reducgdo, AE (p=0,10) e AE/AO (p<0,06). Portanto,
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os dados ecocardiograficos indicam que a dieta hiperlipidica acarretou reducdo no
didametro do &trio esquerdo. Os animais EAo-N e EAo-H apresentaram funcédo
sistélica melhor que os animais de ambos os grupos Sham; além disso, a dieta
hiperlipidica ndo alterou o desempenho sistdlico entre os grupos EAo. Devido a
esses resultados, provavelmente a reducdo do AE no grupo EAo-H deve ter sido
consequente a melhoria na distensibilidade do VE com reducdo da presséo
diastélica final, o que impediu a progresséo da disfuncéo diastélica nesses animais.
Entretanto, se considerarmos o comportamento do AE na 62 semana, quando
inferimos que o aumento dessa variavel foi devido a disfungédo diastolica, mesmo
sendo a relagcdo E/A igual nos dois grupos, esse raciocinio pode explicar o aumento
do AE no grupo EAo-N na 182 semana. Como referido acima, esses animais
apresentaram funcéo sistélica superior aos Sham, levando-nos a crer que 0 aumento
do AE foi sempre consequente da disfuncdo diastdlica, que se exteriorizou na 62
semana. Bregagnollo et al na 62 semana constatou aumento da pressdo diastolica
final e manutencdo da funcéo sistélica do VE®®. Estudos hemodinamicos com a
finalidade de medir a pressao diastdlica final do VE, como realizado por Bregagnollo,

devem ser realizados para comprovar essa hipotese.

4.4.4 — Isoformas de cadeia pesada de miosina (MyHC)
Na hipertrofia cardiaca por sobrecarga pressorica, ocorre alteracdo nas
cadeias pesadas de miosina (MyHC) com reducao das isoformas cardiacas do tipo

(324041 " Os resultados obtidos neste

rapida-a (V1) e aumento da lenta-f (V3)
experimento mostram que nos animais EAo ocorreu alteracdo das isoformas de
miosina evidenciada pelo aumento da razdo B/a MyHC em relagdo aos animais
Sham, indicando que as miofibrilas do VE foram alteradas para um padrdo de

contracdo mais lenta para economizar energia. Esses achados estdo de acordo com
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a literatura®*%4%4D A elevacdo da razdo B/a MyHC nos animais EAo, que poderia
acarretar disfuncéo sistdlica, ndo ocorreu pois, de acordo com o ecocardiograma, a
funcdo sistolica apresentou-se melhorada. A dieta hiperlipidica ndo foi capaz de
prevenir a elevagdo da isoforma lenta(f) MyHC como proposto inicialmente neste
trabalho. Esse achado se opbe a hipétese inicial de que o aumento da oferta
energética atenuaria a alteracdo nas isoformas de MyHC. Embora tivesse sido
constatado elevacdo na atividade da ATP sintetase, o que significa maior sintese de
ATP, ndo podemos inferir que esse aumento foi suficiente para atender as

demandas energéticas do miocardio hipertrofiado.

4.4.5 — Expressdo das proteinas do transito de célcio

Outra hipotese deste trabalho era de que a SERCAZ2a, responsavel pela
recaptura de célcio do citosol para o RS, também uma ATPase como a MyHC,
estaria diminuida nos animais EAo-N, mas a dieta hiperlipidica preveniria essa
gueda nos animais EAo-H. Entretanto, a dieta hiperlipidica nédo foi capaz de prevenir
a alteracéo na expressdo da SERCA2a. Como sua atividade é regulada pela PLB®?,
foi avaliada a relagdo SERCA2a/PLB. Para verificar o estado de fosforilagéo da PLB
foram analisadas as relacdes pPLBSerl6/PLB e pPLBTh17/PLB, fosforiladas por
proteina kinase A (PKA) e calmodulina quinase, respectivamente. Em concordancia
com a literatura, a relagdo SERCA2a/PLB mostrou-se diminuida nos grupos
EA0®?%%38): esse comportamento é decorrente da diminuicdo da expressdo da
SERCAZ2a visto que a expressao da PLB ndo se alterou entre os grupos. Proteinas
com alto peso molecular e com alta demanda energética, como a SERCAZ2a,

necessitam de elevado consumo de energia para a sintese e manutengdo do seu

desempenho. Em situacfes patoldgicas, tal como a sobrecarga pressorica, onde ha
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utilizacdo de muita energia e a producao de ATP pode estar em capacidade maxima,
€ l6gico admitir que essas proteinas devam estar diminuidas para restringir o gasto.
Outro resultado interessante deste trabalho foi o comportamento da PLB
fosforilada na Serl6, cuja fosforilacdo via sistema beta adrenérgico-PKA esta
aumentada no grupo EAo-N vs Sham-N. Se levarmos em consideragcdo que os
animais EAo com 18 semanas estao em fase de transi¢céo entre disfung&o ventricular
e desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, € esperado que o sistema beta
adrenérgico esteja mais ativado, o que explicaria o aumento da fosforilagdo da pPLB
Serl6; esse comportamento € um indicador indireto que os ratos com EAo0
apresentam aumento da atividade do sistema nervoso simpético. A dieta
hiperlipidica atenuou, por mecanismos desconhecidos, a ativagdo do sistema beta
adrenérgico na fosforilacdo da pPLB Serl6 no grupo EAo-H. A semelhanca na

expresséo da pPLB Thrl7 entre os grupos sugere que nao houve ativacao dessa via

sinalizada pelo célcio citosdlico.
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5. CONCLUSAO

Em conclusado, a hipotese foi parcialmente confirmada; a dieta hiperlipidica
atenuou a disfuncao diastdlica, evidenciada pela diminuicdo da hipertrofia atrial, e
preservou a funcdo sistdlica no grupo EAo-H. Entretanto, nesse processo, nao
houve participacdo das proteinas com alta capacidade ATP&sica, como a MyHC e a
SERCAZ2a, sugerindo que a dieta hiperlipidica ndo acarretou aumento energético

miocardico.
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