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RESUMO

Introducdo - A estenose adrtica supravalvar (EA0) experimental € utilizada para
induzir a remodelacéo cardiaca (RC) patoldgica; esse modelo provoca, inicialmente
disfuncao diastolica e, posteriormente, distlurbio sistolico e insuficiéncia cardiaca (IC).
Diferentes fatores podem contribuir para essa alteracao funcional como, déficit de
oxigénio (O2). O principal regulador da homeostase do Oz é o fator induzivel por
hipoxia-1a (HIF-1a) que na condi¢cdo normoxia € sintetizado e degradado. No coracao
hipertrofiado, isquémico, o HIF-1a torna-se estavel e regula a transcricdo de varios
genes que aumentam a disponibilidade de O2. Além disso, aumenta a expressao das
proteinas da via da glicose, com a finalidade de aumentar a oferta de energia. Embora,
existam trabalhos que mostraram alteracdo do HIF-1 a, metabolismo de glicose e
funcdo cardiaca, ndo encontramos na literatura pesquisas que analisaram o
comportamento e a associacdo do HIF-1a com o metabolismo glicidico, estrutura e
funcdo ventricular durante a evolucdo da remodelacdo por EAo. Objetivos gerais —
Analisar durante o processo de evolucdo da RC o comportamento do HIF-1q,
metabolismo da glicose, estrutura e funcdo ventricular e a associa¢do entre o HIF-1a
e estas variaveis. Material e métodos — Foram utilizados dois grupos de ratos Wistar:
controle operado (Sham, n=48) e EAo (n=48): os animais foram submetidos a cirurgia
e no grupo EAo foi implantado um clipe de 0,60 mm de diametro na raiz da aorta. Os
ratos foram avaliados nos momentos de 2, 6, 18 semanas apds cirurgia e na fase de
IC grave. Os subgrupos Shamz, 6, 18, ic, € EAO2, 6, 18, Ic foram constituidos por 12
animais. A estrutura e funcdo cardiaca foram analisadas por ecocardiograma. A
hipertrofia cardiaca foi também avaliada, post mortem. No miocardico foram
analisadas a expressao do HIF-1a, das proteinas da glicélise [hexoquinasell (HKII),
fosfofrutoquinase-2 (PFK-2)], via aerdbica [piruvato desidrogenase (PDH)], via
anaerobica [lactato desidrogenase (LDH)], da captagéo de glicose [transportador de
glicose 1 e 4 (GLUT1 e GLUT4), do receptor de insulina (IR), do fosfatoinositol-3-
quinase (PI3K) e quinase ativada pela adenosina monofosfato (AMPK)] pela técnica
de Western Blot. As atividades das HK, PK, LDH, citrato sintase (CS) e a concentracao
de lactato foram analisadas por ensaio enzimatico. Analise estatistica foi realizada
pela técnica de variancia (ANOVA) para o esquema fatorial 2x4, complementada com

teste de comparacdes multiplas de Tukey (paramétrico) e Dunn (ndo paramétrico). A



associacdo entre o HIF-1a e os conjuntos de variaveis foi estudada por meio da
correlagcdo canbnica. Todas as conclusdes estatisticas foram discutidas ao nivel de
5% de significancia. Resultados: Os principais achados significativos deste estudo
foram: a) acentuacdo da hipertrofia ventricular esquerda durante a evolucédo da RC,
alteracéo precoce na funcgéo diastélica e severa disfuncgéo sistdlica e diastélica na fase
de IC grave; b) aumento do HIF-1a no inicio da RC e agravamento na fase de IC ; c)
alteracdo precoce no metabolismo da glicose, com acentuacédo da via glicolitica e
desvio para a via anaerdébica a partir da 62 semana de EA0; d) associacéo significativa
entre o HIF-1a e alteragcdo estrutural, funcdo diastdlica e metabolismo da glicose.
Conclusdes: a) h4 aumento do HIF-1a e reprogramagao do metabolismo da glicose,
hipertrofia e disfuncéo diastdlica a partir da 22 semana de EAo0; b) durante a evolucdo
da RC ocorre elevacdo do HIF-1a, das proteinas da captacdo de glicose e via
glicolitica com desvio para via anaerébia; c) ha associacdo candnica entre o conjunto
do HIF-1a com o agrupamento das variaveis relacionadas com a via da glicose,

estrutura e funcao diastolica cardiaca.

Palavras chaves: remodelacdo cardiaca, HIF-1a, metabolismo da glicose, estenose

aortica supravalvar e ratos.



ABSTRACT

Introduction - The experimental supravalvar aortic stenosis (AS) is used to induce

pathological cardiac remodeling (CR); this model causes, initially, diastolic dysfunction
and, later, systolic disorder and heart failure (HF). Different factors may contribute to
these cardiac functional alterations, such as oxygen (Oz) deficiency. The main
regulator of O2 is hypoxia-inducible transcription factor (HIF-1a) that in normoxia
condition is synthesized and degraded. In the hypertrophied, ischemic heart, HIF-1a
becomes stable and regulates the transcription of several genes that increase O:2
availability. In addition, it increases the expression of the glucose pathway proteins, in
order to increase energy supply. Although there are studies that have shown
alterations in HIF-1a, glucose metabolism and cardiac function, we have not found in
the literature studies that investigated the behavior and association of HIF-1a with
glucose metabolism, ventricular structure and function during the evolution of CR by
AS.Objective - To analyze, during the course of CR evolution, the behavior of HIF-1q,
glucose metabolism, ventricular structure and function, and the association between
HIF-1a and these variables. Material and methods - Two groups of rats were studied:
operated control (Sham, n=48) and supravalvar aortic stenosis (AS, n=48): the animals
underwent surgery and in the AS group a clip of 0.60 mm diameter was placed at the
aorta’s root. The rats were evaluated at 2, 6, 18 weeks after surgery and at the severe
HF phase. The subgroups Shamz, 6, 18, HF and AS2, 6, 18, HF Were composed of 12
animals/group. Cardiac structure and function were analyzed by echocardiogram.
Cardiac hypertrophy was also evaluated, post mortem. The expression of myocardial:
HIF-1a; glycolytic proteins [hexokinase Il (HKII), phosphofructokinase-2 (PFK-2),
pyruvate dehydrogenase (PDH) and lactate dehydrogenase (LDH)]; glucose uptake
proteins [intracellular glucose transporters (GLUT1 and GLUT4)]; insulin receptor (IR);
phosphateinositol-3-kinase (PI13K) and adenosine monophosphate-activated protein
kinase (AMPK) were analyzed by Western Blot. The activities of HKII, pyruvate kinase
(PK), LDH and citrate synthase (CS) were also analyzed by enzymatic assays, and
lactate concentration was also measured. Statistical analysis was performed by
analysis of variance (ANOVA) technique for the 2x4 factorial scheme, complemented
with Tukey's (parametric) or Dunn’s (non-parametric) multiple comparisons test. The

association between HIF-1a and the sets of variables was analyzed through canonical



correlation. All statistical conclusions were discussed at the 5% significance level.
Results - The main significant findings of this study were: a) accentuation of left
ventricular hypertrophy during the course of CR, early alteration in diastolic function
and severe systolic and diastolic dysfunction in the phase of severe heart failure; b)
increased HIF-1a at the onset of CR and worsening in severe HF phase; c) early
changes in glucose metabolism, with enhancement of the glycolytic pathway and
switch to the anaerobic pathway from the 6" week of AS; d) significant association
between HIF-1a and cardiac structural alteration, diastolic function and glucose
metabolism. Conclusions - a) there is an increase in HIF-1a, reprogramming of
glucose metabolism, hypertrophy and diastolic dysfunction from the 2"d week of AS; b)
during the evolution of CR, there is an elevation in HIF-1qa, in glucose uptake and
glycolytic pathway proteins with switch to the anaerobic pathway; c) there is an
association between HIF-1a and the grouping of variables related to the glucose

pathway, cardiac structure and diastolic function.

Keywords: cardiac remodeling, HIF-1a, glucose metabolism, supravalvar aortic

stenosis and rats.
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1-INTRODUCAO

O estresse cardiovascular, fisiolégico ou patoldgico, provoca uma cascata de
eventos no miocardio, definida como remodelacéo cardiaca (RC), de fundamental
importancia na preservacao da funcdo do coracdo. A RC € consequente de alteracdes
na expressao génica, em resposta a uma determinada agresséo, resultando em
modificacdo na quantidade e qualidade das proteinas, que pode manifestar-se por
variagdes elétrica, metabdlica, estrutural e funcional®™®. E um processo tempo
dependente e, a longo prazo, pode resultar em disfuncao, insuficiéncia cardiaca ou
até morte sUbita, na RC patolégica®.

Diversos modelos experimentais tém sido propostos para investigar a RC
induzida por sobrecarga pressérica®"). Em nosso laboratério, 0 modelo de estenose
aortica supravalvar tem sido usado para promover o desenvolvimento progressivo da
hipertrofia ventricular esquerda em ratos®8-11). Nesse modelo, os coracGes
hipertrofiados apresentam, na fase inicial, disfungéo diastolica e melhoria da funcédo
sistdlica e, posteriormente, queda do desempenho sistdlico e insuficiéncia
cardiaca®9. Os mecanismos responsaveis pela depressio da funcéo ventricular ndo
estdo totalmente esclarecidos; diferentes fatores podem contribuir para a disfungéo:
alteracdo no processo de acoplamento excitacdo-contracao-relaxamento, nas
proteinas contrateis, na matriz extracelular, no citoesqueleto, na modulagéo
autonbmica, necrose/apoptose/fagocitose miocardica e déficit do metabolismo
energético®.6:8-14),

No coracdo adulto cerca de 60-70% da energia utilizada no processo de
contracao e relaxamento é normalmente obtida a partir dos acidos graxos, sendo a

contribuicdo da glicose em torno de 30-40%1519), Na remodelacdo cardiaca ocorre
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maior dependéncia da utilizacdo glicose em detrimento dos acidos graxos®?; a
mudanca mais significante no metabolismo da glicose é a elevacdo da taxa de
captacdo e da via glicolitica®). Os mecanismos envolvidos no desbalango dos
substratos no coracdo hipertrofiado ndo estdo suficientemente esclarecidos®?. A
explicacdo classica para esse desequilibrio envolve o nivel energético; a glicose é
fonte mais eficiente de energia do que os acidos graxos, isto é, gera mais adenosina
trifosfato (ATP) por moléculas de oxigénio (3,17 ATPs/O2) do que a oxidagdo dos
acidos graxos (2,83 ATPs/02)(15,16,23-25). Essa condicdo € particularmente
importante, quando a demanda supera a oferta de Oz, por exemplo, na situacao de
hipertrofia cardiaca(®?.

O organismo procura manter a homeostase do oxigénio tecidual, processo
finamente regulado, essencial para o0 metabolismo energético e importante fonte de
energia para a manutencdo da sobrevivéncia da célula®6-28), Existem diversas
respostas celulares a hipoxia, que ocorrem de forma coordenada, e que se baseia
principalmente na expressdo génica®-34, que aumentam a disponibilidade de

oxigénio®? (Figura 1).
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Figura 1| Diagrama representando diferentes fatores transcricionais que respondem a hipoxia.
HIF-1a, fator induzivel por hipdxia; CREB, proteinas de ligacdo de elementos de resposta do AMP
ciclico; ATF, ativacao de fatores de transcri¢cdo; NF-IL-6, fator nuclear para interleucina 6; NFkB, fator
nuclear kappa-B; p53, fator de transcricdo tetramica envolvido em impedir o ciclo celular e apoptose;
GATA, fator de transcricdo eritroide; MASH-2, mamiferos achaete-scute homologo proteina-2;
GADD153, para o crescimento e danifica 0 DNA-153; DEC1-2, diferencialmente expressos em
condrécitos; RTEF-1, relacionados a transcricdo do potencial do fator-1; AP-1 cFos/Jun, a ativacao da
proteina-1, que compreende os membros cFos e Jun; GATA-2, proteina celular de ligacdo especifico
do DNA; ETS1, fator de transcricdo de induzido por hipdxia; SP-1/SP3, fatores de transcricdo ubiquos
da familia dos fatores de transcricdo Sp/ XKLF; EGR-1, crescimento inicial de resposta-1. STAT,
transdutores de sinais e ativadores de transcrigdo. Modificado de Cummins, EP; Taylor, CT. Eur J Phys.
2005:450:363-371E0),

O principal regulador da homeostase do oxigénio em resposta a hipéxia é o
fator induzivel por hipéxia (HIF, do inglés, hypoxia-inducible factor)(@8.29.34-38) Esse
fator transcricional € uma proteina heterodimera, composta de subunidades a e (; a
B, expressa constitucionalmente no nucleo € também conhecida como translocador
nuclear receptor de aril hidrocarboneto (ARNT, do inglés, aryl hydrocarbon receptor
nucelar translocator)®?49, Ambas pertencem a familia de proteinas hélice-alca-hélice
basica, com dominio PAS (bHLH-PAS, do inglés, basic helix-loop-helix-Per-ARNT-
Sim). Existem pelo menos trés subunidades do HIFa, nomeadas de HIF-1a, HIF-2a,

HIF-3a~9); a combinacéo de qualquer uma destas trés subunidades a com o HIF-
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1B, forma o fator transcricional funcional. Enquanto os HIFa sao regulados diretamente
por oxigénio, os B ndo sofrem influéncia deste elemento quimico. Na situacdo de
normoxia tecidual, sdo detectadas pequenas quantidades das proteinas HIF-1a e HIF-
2a; na condicdo de hipoxia, ha aumento significante da expressdo destas duas
prote|'nas(35'39'4°'42'5°—56).

Em condi¢des de normoxia o HIF-1a € sintetizado e degradado constantemente
através do sistema de proteassoma 26S. O processo de degradacdo é iniciado
rapidamente pela presenca de Oz que ativa a enzima prolil-hidroxilase (PHD, do inglés
Prolyl Hydroxylation Domin), que hidroxila o HIF-1a nos residuos especificos de
prolina, no dominio de degradacao regulada por oxigénio (ODD, do inglés, Oxygen-
regulated degradation)®”). A hidroxilagdo destes residuos promove a interacéo de alta
afinidade entre HIF-1a e a proteina do gene supressor de tumor, von Hippel-Lindau
(vHL). A proteina vHL funciona como um substrato de reconhecimento para um
complexo ubiquitina ligase E3, que adiciona a ubiquitina ao HIF-1a, marcando-o para
a degradacdo no proteossoma 26S(“958-61) Ao mesmo tempo, a atividade de
transcricdo € inibida pela acédo de fator de inibicdo do HIF-1 (FIH, do inglés Factor
Inhibiting HIF-1), que hidroxila um residuo de arginina especifico, impedindo a jungéo
dos elementos responsivos a hipoxia (HRE, do inglés, Hypoxia response element) e
blogueando a ligacao das proteinas co-ativadoras CBP/p300 (do inglés, Co-activators
Binding Protein/p300), processo que resulta na inibicdo da transcricdo do gene
mediado pelo HIF-1a(?33345 Em condigcGes de hipdxia, o HIF-1a se estabiliza, une-se
aos co-ativadores CBP/p300, movimenta-se para o nucleo, ligando-se ao HIF-10 e,

juntos, iniciam o processo de transcricdo®?°32:33.62)(Figura 2).
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Figura 2| Esquema da sinalizagdo molecular do fator induzivel por hipoxia (HIF-1a). Oz, oxigénio;
PHD, hidroxilacéo prolil; OH, hidroxila; CBP/p300, proteinas co-ativadoras; vHL, von Hippel-Lindau; Ub,
ubiquitina; FIH, fator de inibicdo de HIF-1. Em nomoxia, a degradacao da HIF-1a é regulada por
modificacdes poés-traducionais, como a hidroxilagcdo e ubiquitinacdo para marcar a proteina para via
proteossomal. Em hipéxia, a subunidade HIF-1a n&o é hidroxilada, permitindo que a proteina entre no
nacleo, onde se liga a subunidade HIF-13, formando fator transcricional ativo, ao se ligar ao DNA inicia
a transcricdo dos genes. Modificado de Trayhurn P. et al. Brit J Nutri.2008,100:(2):227-235(63),

Em situacdo de hipdéxia sdo ativados mais de 100 genes regulados

transcricionalmente pelo HIF-1a®4); estes genes, que facilitam a sobrevivéncia da

célula frente ao déficit de O2, estdo envolvidos nos processos de angiogénese,

eritropoiese, apoptose, tdnus vascular, citoesqueleto, homeostasia epitelial, células

proliferativas, sobrevivéncia das células e metabolismo do ferro, matriz extracelular,

aminoacidos e glicose(@3:2465-67)(Figura 3).
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hexoquinase2; PFK1, fosfofrutoquinasel, ALD, aldolase; TPI, triose-fosfato-isomerase; GAPDH,
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glicose3; AMF, fator de mobilidade autdcrino; proliferacdo celular: IGF2, insulina como fator de
crescimento2; IGF-BP1, fator de crescimento da proteina de ligagcaol; IGF-BP2, fator de crescimento
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da proteina de ligacao2; IGF-BP3, IGF fator de crescimento da proteina de ligacdo3; TGF-33, fator de
transformacéo crescimento-g3; TGF-a, fator de transformacdo crescimento a; eritropoiese: EPO,
eritropoitina; sobrevivéncia celular: adrenomedulina; NOS2, é6xido nitrico sintese2; VEGF, fator de
crescimento endotelial vascular; angiogénese: EG-VEGF, glandula enddcrina derivado de VEGF; ENG,
endolina; LEP, leptina; LRP1, proteina do receptor de LDL-1; TGF-B3; VEGF; estrutura do
citoesqueleto: KRT14, queratina 14; KRT18, queratina 18;KRT19, queratina 19, VIM, vimentina; tdnus
vascular: Receptor adrenérgico aiB; ET1, endotelina-1; Heme oxigenase-1; NOS2; resisténcia a
drogas: MDR1, resisténcia multiplas a drogasl; Metabolismo da matriz extracelular: CATHD, catepsina
D; FN1, fibronectina 1; MMP2, matriz de metaloproteinases 2; PAIL, inibidor do ativador do
plasminogénio-1;. Modificado de Semenza, GL. Nat Rev Cancer.2003:3(10):721-732(23),

Na situacdo de hipertrofia cardiaca, em que o consumo supera a oferta de Oz,
um dos possiveis fatores que contribui para a elevacdo da utilizacdo da glicose em
detrimento dos acidos graxos € o HIF-1a, desde que esse fator transcricional regula a
expressdo envolvidas no transporte de glicose (GLUTs) e na via glicolitica
intracelular®®. Embora n&o existem controvérsia a respeito da participacéo do HIF-1a
na expressdo do GLUT16%79 nZdo ha consenso do envolvimento deste fator
transcricional na génese do GLUT4; enquanto diversos autores ndo mostraram
associacao entre HIF-1a e a proteina®®69, outros pesquisadores constataram que o
HIF-1a é um ativador da transcricdo do GLUT4(71-73),

No cardiomiécito a captacdo de glicose ocorre por processo de difusdo pela
membrana plasmatica, utilizando-se de GLUT1 e GLUT4(4. O mdusculo cardiaco
expressa ambos transportadores; em ratos respondem por 30% e 70%,
respectivamente, pelo transporte total de glicose(’>76), Enquanto, a captacdo da
glicose pelo GLUT1, localizado na membrana plasmatica, € independente de
insulina”7®, o transporte de glicose pelo GLUTA4, localizado em vesiculas citosoélicas,
é dependente deste hormoénio; a ligacdo da insulina ao seu receptor inicia a ativagéo
de uma cascata de sinalizacdo que acarreta a translocagao do GLUT4 no citosol para
a membrana plasmatica, onde é incorporado’+7%-83) (Figura 4).

Existem outras vias independente de insulina que contribuem para a

translocacdo do GLUT4 para a membrana®). Em situacdo de isquemia tecidual, a
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translocacdo do GLUT4 passa ter a contribuicdo da proteina quinase ativada pela
adenosina monofosfato (AMPK)(1.728585) A AMPK é ativada pelo aumento da
concentracdo da adenosina monofosfato (AMP), sendo considerada regulador master
de energia e com importante papel no metabolismo de acidos graxos e carboidratos.
A AMPK aumenta a captacéo de glicose por elevar a disponibilidade de GLUT4 na

superficie celular (Figura 4) e ativar as enzimas da via glicolitica no coracdo

remodelado isquémico®6-88),

Extracelular
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Figura 4| Esquema da cascata de sinaliza¢c&o de insulina envolvido no transporte de glicose do
citosol para a membrana plasmética. A insulina se liga ao receptor de insulina (IR), que se
autofosforila. A ativagédo do IR desencadeia a fostoforilacdo do substrato do receptor de insulina (IRS),
que ativa o fosfoinositol-3-quinase (PI3K), que cataliza a formacéo de 3,4,5 trifosfato inositol que ativa
fosfoinositol-dependente de quinase (PDK). O PDK fosforilado ativa proteina quinase B (PKB/AKT) que,
por sua vez fosforila e inativa o substrato 160 da AKT (AS160), que inibi a funcdo de uma pequena
proteina ligada guanosina trifosfato da subfamilia denominada Ras (Rab-GTP), favorecendo a
translocacao da vesicula contendo transportador de glicose 4 (GLUT4) para a membrana plasmatica,
onde sofre processo de fusdo; em adicao, a interacdo entre a insulina e proteina quinase ativada pela
adenosina monofosfato (AMPK) estdo representadas na figura; transportador de glicose 1 (GLUT1)
localizado na membrana plasmatica.

—>» ativacdo; — :inibicdo; ---» translocacdo. Modificado de Stdckli J, et al. J Cell Scien.
2011:124(24): 4147-4159®9),
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O HIF-1a, além de participar da captacao de glicose, intensifica o processo de
glicdlise no coragéo hipertrofiado, em razdo de acarretar aumento na expressao das
enzimas da via glicolitica cardiaca 9. A glicdlise que engloba dez etapas reguladas
por proteinas especificas [hexoquinase (HK), fosfo-hexose-isomerase,
fosfofrutoquinase (PFK), aldolase, triose-fosfato-isomerase, gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase, fosfoglicerato-quinase, fosfoglicero-mutase, enolase e piruvato-
quinase (PK)], acarreta aumento da disponibilidade energética proveniente do
metabolismo glicidico. Em condicdo aerdbica, o piruvato citosoélico, produto final da
glicolise, é carreado para a mitocondria e se transforma em acetilcoenzima A (Acetil-
CoA) pela acéo da piruvato desidrogenase (PDH); na situacéo anaerdbica, o piruvato
é convertido em lactato pela enzima lactato desidrogenase(LDH)(16,23,29,48,91)

(Figura 5).
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Figura 5| Metabolismo da glicose. Glicoseo, glicose extracelular; Glicosei, glicose intracelular;
GLUT4, transportador de glicose; ATP, adenosina trifosfato; ADP, adenosina difosfato; NAD,
nicotinamida adenina de dinucleotideo; NADH, nicotinamida adenina de dinucleotideo reduzidos; os
nameros de 1 a 10 representam as 10 etapas da via glicolitica. Modificado Katz, AM. Physiology of the
heart. 2011:44(8),
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O HIF-1a, a curto prazo, ativa mecanismos cardioprotetores, com a finalidade
de aumentar a disponibilidade enérgica, a custa da reprogramagcdo metabdlica e
elevacéao da disponibilidade de O: tecidual; entretanto, a longo prazo, a estabilizac&o
cronica do HIF-la acarreta efeitos mal-adaptativos, deletérios ao coracao,
contribuindo ativamente para o processo de hipertrofia e disfuncdo cardiaca(®292.93),
N&o encontramos na literatura pesquisas que analisaram concomitantemente
o HIF-1a, metabolismo glicidico, estrutura e funcéo ventricular durante o processo
progressivo da remodelacdo cardiaca por estenose adrtica supravalvar. A realizacao
da avaliacdo sequencial permite responder o momento em que ha sinalizacdo de
hipoxia, alteragdo do metabolismo de glicose e agravamento estrutural e funcional do
coracado. Além disso, a andlise da associacdo poderia sinalizar a possivel participacao
do HIF-1a com as mudancas metabdlicas, estruturais e funcionais cardiacas.
Em relagdo as questdes elencadas acima, as hipdteses deste trabalho séo:
v' 0 aumento do HIF-1la e reprogramacao do metabolismo da glicose ocorre no
momento em ha hipertrofia do ventriculo esquerdo e disfuncao diastolica;
v'durante o processo evolutivo ha elevacao do HIF-1a, das proteinas da captacao
da glicose e das enzimas da via glicolitica, com desvio para via anaeroébia;
v" ha associacao entre o HIF-1a com a expressao das proteinas compreendidas no
transporte e no catabolismo da glicose e a depressdo da funcdo sistdlica e

diastélica cardiaca.
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2-OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos gerais deste trabalho foram de analisar durante o processo de evolucao

da remodelacao cardiaca:

v' 0 comportamento do HIF-1a, metabolismo da glicose, estrutura e funcéo

ventricular;

v/ a associacao entre o HIF-1a com o metabolismo da glicose, estrutura e funcao

ventricular.

2.1 Objetivos especificos

v

Mensurar a expressao do HIF-1aq;

Analisar a expressao das proteinas IR fosforilada e total, PI3K, AMPK, GLUT1

e GLUT4 envolvidas na captacédo da glicose;

Verificar atividade enzimatica da HK e PK e expressdo das HKIl e PFK2

implicadas na via glicolitica;

Analisar atividade enzimatica das CS e LDH, expressdo das PDH e LDH e a

concentracdo do lactato;
Avaliar a estrutura e fungéo cardiaca por ecocardiograma;
Investigar a estrutura morfolégica do coracéo, post-mortem;

Averiguar associacdo do HIF-1a com a estrutura cardiaca determinada por
ecocardiograma e post mortem, funcdo diastélica e sistOlica ventricular

esquerda, captacdo de glicose, glicélise, via aerbbica e anaerdbica.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar, com 21 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, Sao Paulo, Brasil. Os animais
foram mantidos nas seguintes condi¢des: gaiolas individuais de polipropileno com
tampas de arame cromado, forradas com maravalha de Pinus esterilizada;
temperatura ambiente (24 + 2°C), umidade controlada (55 + 5° %) e ciclos de
iluminacédo de 12 horas. A oferta de agua e racéo foi ad libitum, e o peso corporal
aferido semanalmente. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the
U.S. National Institutes of Health” e submetidos e aprovados pela “Comissao de Etica

no Uso de Animais — UNESP” (N°1081).

3.2 Protocolo Experimental

Foram formados dois grupos experimentais: controle operado (Sham, n=48) e
estenose adrtica supravalvar (EAo, n=48). O grupo EAo foi submetido a cirurgia com
implantacdo de um clipe na artéria aorta para a inducdo da estenose aortica
supravalvar e o Sham submetido a mesma cirurgia, porém sem a implantagéo do clipe.

Os animais de ambos os grupos foram avaliados 2, 6, 18 semanas apés a
cirurgia € no momento do aparecimento de sinais de insuficiéncia cardiaca, que
ocorre, de maneira geral, a partir da 202 semana®9%-); assim, foram formados os
seguintes subgrupos, Sham2 (n=12), Shams (n=12), Shamis (n=12), Shamic (n=12) e

EA02(n=12), EA0s(N=12), EA018(n=12), EAoic (n=12) (Figura 6). A escolha destes
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periodos justifica-se por serem intervalos em que as variaveis foram analisadas em
situacdes de auséncia ou alteracao funcional discreta no ventriculo esquerdo (Shamy,
EA02), disfuncdo diastolica isolada (Shame, EA0s), disfuncdo diastdlica e sistélica
(Shamais, EA01s) e sinais de insuficiéncia cardiaca grave (Shamic, EAoic). Os animais
foram caracterizados com insuficiéncia cardiaca grave quando apresentaram
importante alteracdo do padréo respiratorio (taquipneia com inspiracédo profunda, tipo
abdominal) e diminuicdo acentuada da ingestdo, associados com 0s seguintes sinais
pos-mortem: edema, ascite, derrame pleuropericardico, trombo em atrio esquerdo e
hipertrofia do ventriculo direito®”. Os animais com EAoic foram eutanasiados entre 22

e 36 semanas apos a inducao da estenose aortica.

Sham Sham, Shame Shamgs Shamc
.4 .4 \______________Aaa
n=48 n=12 n=12 n=12 n=12
[ ] [ ]
| I EAo EAo; EAo¢ EAO1g EAO|c
Y G
n=48 n=12 n=12 n=12 n=12
Cirurgia
L L L L 1
i | | | 1
0 2 6 18 IC

Figura 6| Desenho esquemético do protocolo experimental em semanas. IC, insuficiéncia
cardiaca; Sham, grupo controle; Shamz, grupo controle 2 semanas; Shams, grupo controle 6 semanas;
Shamas, grupo controle 18 semanas; Shamic, grupo controle com IC; EAo, grupo com estenose adrtica
supravalvar; EAo2z, grupo com 2 semanas de EAo; EA0s, grupo com 6 semanas de EAo; EAo1s, grupo
com 18 semanas de EAo0; EAoic, grupo EAo com IC.

Apos cada periodo experimental, os animais foram anestesiados com cloridrato
de ketamina (60 mg/kg) e cloridrato de xilazina (1,0 mg/kg) intraperitonial, e

eutanasiados por decapitacdo. Apos a coleta do sangue, o torax foi aberto, o coracdo
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removido, os atrios dissecados e o ventriculo direito separado do ventriculo esquerdo.

3.3 Inducédo de estenose adrtica supravalvar

A estenose aértica supravalvar foi induzida de acordo com o método previamente
descrito em nosso laborat6rio®1911.98) Os animais com trés a quatro semanas de vida
e pesando de 70 a 90g, foram medicados com acetaminofeno (200 mg/kg, Tylenol®
Gotas, Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda, Sdo José dos Campos, Sao Paulo, Brasil),
via oral, 3 vezes ao dia e logo em seguida anestesiados com cloridrato de ketamina
(60 mg/kg; Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei,
Séo Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (1,0 mg/kg; Anasedan®, Sespo Industria e
Comeércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, S&o Paulo, Brasil), intraperitonial,
submetidos a toracotomia mediana, a aorta ascendente dissecada e um clipe de prata,
com 0,60 mm de didametro interno, colocado aproximadamente a 3 mm da sua raiz. A
parede toracica foi fechada, sendo o esterno, as camadas musculares e a pele
suturados com fio mononylon 5.0. Durante a cirurgia, 0s animais receberam
intraperitonealmente 1 ml de soro fisiologico aquecido e foram ventilados
manualmente com pressao positiva, oxigénio a 100%. Ap6s a conclusdo do ato
cirargico, os ratos foram colocados em superficie aquecida até retornarem da
anestesia. Os animais do grupo Sham foram submetidos a mesma cirurgia, mas sem
a colocacédo do clipe. Os ratos foram acompanhados por 5 dias com medicacao
analgésica, via oral, e antibiotico (enrofloxacino, 10mg/kg, 1x/dia, 5 dias), via
subcantanea (Zelotril®, Industria Farmacéutica Vitalfarma Ltda, S&do Sebastido do

Paraiso — Minas Gerais, Brasil).
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3.4 Andlise estrutural e funcional do coragéo por ecocardiograma

A analise estrutural e funcional cardiaca foi realizada por meio do
ecocardiograma nos diferentes periodos descrito no protocolo experimental. Os ratos
foram anestesiados com cloridrato de ketamina (60 mg/kg/IP; Dopalen®, Sespo
Industria e Comeércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato
de xilazina (10 mg/kg/IP; Anasedan®, Sespo Industria e Comércio Ltda - Divisédo
Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil). Apds anestesia e tricotomia da face anterior
do torax, os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo. O exame foi
realizado, segundo técnica ja consolidada em nosso laboratério®), utilizando-se
aparelho Vivid S6 (General Eletric Medical Systems, Tirat Carmel, Israel) equipado
com transdutor multifrequencial de 5,0 — 11,5 MHz. A mensuragéo das estruturas
cardiacas foi realizada a partir de imagens obtidas em modo monodimensional (M),
com o feixe de ultrasom orientado pela imagem bidimensional e o transdutor
posicionado na regido paraesternal eixo menor. A imagem 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 dos diametros da aorta (AO) e do atrio
esquerdo (AE) foram obtidas ao nivel da valva adrtica. As seguintes estruturas do VE
foram analisadas: didmetros sistdlico e diastélico (DSVE e DDVE), espessuras
sistdlica e diastdlica da parede posterior (ESPP e EDPP) e do septo interventricular
(ESSIV e EDSIV). O DDVE, a EDPP e a EDSIV foram medidos no momento
correspondente ao diametro maximo da cavidade; o DSVE, a ESPP e a ESSIV foram
analisadas no menor diametro. A espessura relativa da parede (ERelVE) foi calculada
pela equacéo (2 x EDPP)/DDVE. A mensuracao das estruturas cardiacas foi realizada

com o auxilio de um paquimetro, utilizando-se a média aritmética de cinco ciclos
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cardiacos consecutivos.

O desempenho sistolico do VE foi mensurado pelos seguintes indices: fracdo de
ejecdo do VE (FE), [(DDVE.® - DSVE.%)/(DDVE.?)], fracdo de encurtamento
mesocéardico (AD meso), {[(DDVE+Y% EDPP+Y EDSIV)—(DSVE+ % ESPP+y:
ESSIV)]/(DDVE+Y2 EDPP+% EDSIV)} x 100% e velocidade de encurtamento sistélico
da parede posterior (VEPP); a VEPP foi mensurada pela tangente maxima do
encurtamento sistolico da parede posterior.

A funcéo diastélica do VE foi analisada pelos seguintes parametros: velocidades
do fluxo transvalvar mitral correspondente a fase de enchimento inicial (onda E) e
tardia consequente a contracao atrial (onda A), relagdo onda E/onda A (E/A), tempos
de desaceleracdo da onda E (TDE) e de relaxamento isovolumétrico (TRIV). As ondas
E e A foram medidas no momento de maior velocidade dos fluxos transvalvar. Para a
obtencao dos fluxos relacionados a funcao diastélica, o transdutor foi posicionado na
regido correspondente a ponta do coracdo na imagem denominada quatro camaras.
O TRIV foi mensurado na imagem denominada cinco camaras. As medidas de

velocidade e tempo foram realizadas em tempo real no monitor do ecocardiégrafo.

3.5 Anélise macroscoOpica do animal e do coracdo post mortem

A analise macroscopica post mortem do rato e do coracdo, que permite
identificar os sinais de insuficiéncia cardiaca, foram realizados nos diferentes periodos
descritos no protocolo experimental. 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 relacdes entre VE, VD e AT e o peso corporal final
(PCF) e o comprimento da tibia (T), obtendo as seguintes rela¢gées: VE/PCF, VD/PCF,

AT/PCF, VE/T, VDIT e AT/T. Os sinais que identificaram a presenca de insuficiéncia
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cardiaca foram descritos no item 3.2.

3.6 Determinacédo da concentracédo de insulina sérica

Apoés decapitacdo dos animais, as amostras de sangue foram coletadas em
tubos Falcon, centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos (Eppendorf® Centrifuge 5804-
R, Hamburg, Germany) e armazenadas em freezer a -80°C. A concentracdo de
insulina foi determinada pelo método de ELISA utilizando-se kit especifico (EZRMI-
13K - Linco Research Inc, St. Louis, MO, USA). A leitura foi realizada com auxilio de

leitor de microplaca (Spectra MAX 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

3.7 Expressao proteica no miocardio

A expressao protéica foi realizada pela técnica de Western Blot, que é um
método utilizado em pesquisas para detectar proteinas em um homogenato de tecido
biologico(99). Foi analisada a expressao do HIF-1a, das proteinas envolvidas na
captacdo e metabolismo da glicose (captacdo, glicolise e vias aerbbica e

anaerobica).

3.7.1 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 Ultra Turrax™ T25 Basic (IKA Works,
Wilmington, NC, USA) com tampé&o de lise RIPA (Amresco, Solon, OH, USA) e
coquetéis inibidores de protease e fosfatase. O processo foi realizado trés vezes

durante 10 segundos a 4°C, com intervalos de 20 segundos. O produto da
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homogeneizacgéao foi centrifugado a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C, e o sobrenadante
transferido para tubos eppendorfs e armazenado em freezer -80°C. A concentracao
de proteina foi analisada utilizando o kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA).

Para as proteinas de membrana (GLUT1 e GLUT4) o homogenato foi
centrifugado por 3 min, a 1000 G, a 4°C, para eliminagdo de material insolivel. Em
seguida o sobrenadante foi centrifugado a 18000 G por 10 min a 4°C e,
posteriormente, transferido para ultracentrifuga (Sorvall WX80 Ultracentrifuge -
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) a 100000 G por 45 min a 4°C. Apés a ultra
centrifugacéo o pellet foi ressuspenso em 100 pL de tampéo de lise. A concentracao
de proteina foi analisada utilizando o kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA).

A distribuicdo dos grupos no gel para a realizagdo da técnica de Western Blot.

3.7.2 Delineamento dos grupos para o Western Blot

Na analise do Western Blot foram usados oito animais de cada grupo
experimental, distribuido em oito géis. Um rato do grupo Sham de 18 semanas,
presente em todos géis, foi utilizado como padréo e denominado controle interno da
amostra (CIA). O valor da quantificacdo de cada rato (x) foi normalizado pelo valor
gerado pela CIA (y) gerando um determinado resultado (z). Este procedimento
utilizado para as proteinas alvos, foi também usado para a beta-actina, que resultou
em valores (w). Finalmente, o valor (z) das proteinas alvos de cada animal foi

normalizado pelos valores (w) da beta-actina, respectivo a cada rato.
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3.7.3 Western Blot

Neste trabalho foi mensurada a expressdo das seguintes proteinas: HKII,
PFKB2, PK, PDH, LDH, GLUT1, GLUT4, pIR, IRtotal, PI3K, pAMPK, AMPKtotal e HIF-
la. Além disso, foi analisada a expresséo da proteina de normalizacdo, a 3-actina.

ApOs a extracdo e quantificacdo da concentracdo proteica, as amostras
cardiacas foram diluidas em tamp&o 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 resolucdo pode ser entre 6 a 15%, dependendo do peso
molecular da proteina analisada. No primeiro po¢o do gel foi aplicado um padrdo de
peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
para identificacdo do tamanho das bandas. A corrida eletroforética foi efetuada a 120
V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por um periodo variavel de
acordo com o tamanho da proteina, em média 90 minutos, com tampéao 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%) ou por transferéncia Umida, dependendo do peso molecular da proteina
analisada. Apés a transferéncia os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo
primario a membrana foram blogueados mediante incubagdo com solucao

blogueadora a 5% de leite em p6 desnatado Molico® (Nestlé Brasil, Aracatuba, SP,
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Brasil), dissolvido em tamp&o 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 agitacdo. Em
seguida, a membrana foi lavada trés vezes em tampéao TBS-T (Tris 10mM, pH 7,6,
NaCl 150 mM e Tween 20 0,1%) e incubada com o anticorpo primario diluido na
solucdo bloqueadora, sob agitacdo constante por 12 horas. Apés a incubacao com
0 anticorpo primario, a membrana foi lavada trés vezes em tampao TBS-T e incubada
com o0 anticorpo secundario conjugado com peroxidase diluido na solucdo
bloqueadora, por 1 hora sob agitagdo constante. Para remover 0 excesso de
anticorpo secundério, a membrana foi lavada trés vezes em tampao TBS-T. A
imunodeteccéo 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 de nitrocelulose foram analisadas
em fotodocumentador ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences,
Chalfont, UK) e as andlises quantitativas das bandas protéicas (blots) foram

realizadas pelo software Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MD, USA).

Anticorpos primarios

« HIF-1a, mouse IgG2b (ab463 - Abcam, Cambridge, MA, USA).

« GLUT1, mouse IgG (12939- Cell Signaling, Danvers, MA, USA).

. GLUT4, mouse IgG (2213 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA).

. IR, rabbit IgG (3025 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA).

. IRB (Thr1150/1151), rabbit IgG (3025 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA).
. PI3K, rabbit IgG (4292 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA).

. AMPK, rabbit IgG (2532 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA).
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« AMPK (Thrl72), rabbit IgG (2535 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA).
« HKII, rabbit IgG (2106 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA).

. PFKFBZ2, rabbit IgG (07-1530- Millipore, Temecula, CA, USA).

. PK, rabbit IgG (3186 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA).

. LDHA, rabbit IgG (2012 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA).

. PDH, rabbit IgG (2784 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA).

«  B-Actin, rabbit IgG (4967 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA).

Anticorpos secundérios

« Anti-Rabbit IgG-HRP (ab97069 - Abcam, Cambridge, MA, USA).

« Anti-Mouse IgG-HRP (ab98808 - Abcam, Cambridge, MA, USA).

3.8 Quantificacdo da atividade das enzimas reguladoras davia glicolitica, lactato
desidrogenase e piruvato desidrogenase

Foram analisadas a atividade maxima de enzimas chave que participam do
metabolismo de glicose, via aerdbica e anaerdbica: hexoquinase (HK, E.C.2.7.1.1),
fosfofrutoquinase (PFK, E.C.2.7.1.11) e piruvato quinase (PK, (EC 2.7.1.40),
associada com a via anaerbbica, lactato desidrogenase (LDH); e a piruvato
desidrogenase (PDH) citrato sintase (CS, E.C. 4.1.3.7) associado com o ciclo de Krebs
e via aerdbica. Amostras do ventriculo esquerdo foram homogeneizadas em 50
mmol/L de Tris-HCI, 1 mmol/L de EDTA, e coquetel de inibidor de protease, pH 7,4,
utilizando um instrumento Polytron (Kinematica, Littau-Lucerna, Suica). O lisado foi
centrifugado a 12000 rpm durante 10 min a 4°C e o sobrenadante foi recolhido. Todas
as atividades enzimaticas foram determinadas a 25°C utilizando espectrofotdmetro de

microplacas Spectra Max 250 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A atividade da
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citrato sintase foi medida numa mistura de reacéo contendo 100 mMol/l de Tris-HCI,
1 mMol/l de MgClz, 1 mMol/l de EDTA, 0,2 mMol/l ditio-bis (acido 2-nitrobenzdico), 0,3
mMol/l de acetil-CoA, e 0,5 mMol/l de oxaloacetato (omitido no controle), pH 8,1. A
taxa de alteragdo da absorbancia foi monitorada a 412 nm (¢ = 13.6 ymol.ml™t.cm™).
A atividade maxima da HK foi determinada utilizando uma mistura de reacao contendo
75 mMol/L de Tris-HCI, 7,5 mMol/L de MgCI?, 0,8 mMol/L de EDTA, 1,5 mMol/L de
KCI, 4 mMol/L, B-mercaptoetanol, 0,05% de Triton X-100, 0,4 mMol/l de NADP*, 2,5
mMol/L de ATP, 1,4 unidades/ml de glicose-6-fosfato desidrogenase e 1,0 mMol/L de
glicose, pH 7,2; reacao foi monitorada a 340 nm. Para a mensuracao da atividade da
piruvato quinase (PK) foi utilizado 100 mM KH2PO4, 10 mM MgClz, 80 mM KCl, 0,05%
Triton x 100, 9 U LDH, 0,17 mM NADH, 5 mM ADP, o homogeneizado e como iniciador
da reacgdo, 2 mM de PEP. A leitura da absorbéncia foi efetuada a 340nm em placas
UV. As analises enziméticas para LDH (utilizamos kits comerciais da LABTEST,

seguindo o protocolo do fabricante).

3.9 Determinacdo da concentracédo de lactato cardiaco

Amostras do ventriculo esquerdo foram desproteinizadas e homogeneizadas em
3,67% de acido perclérico utilizando o instrumento Polytron (Kinematica, Littau-
Lucerna, Suica), posteriormente neutralizado com solucdo de 3 M de KOH. O lisado
foi centrifugado a 12000 rpm durante 10 min. a 4°C e o sobrenadante foi recolhido.
Para a determinacdo da concentracdo de lactato cardiaco, com acido perclorico,
utilizamos kit de lactato (LABTEST), utilizando como branco o acido perclorico

neutralizado.
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3.10 Anédlise estatistica

Os dados foram expressos por meio de medidas descritivas de posicdo e
variabilidade. No estudo das variaveis moleculares, metabolicas, estruturais e
funcionais, considerando as duas fontes de variacdo, estenose adrtica supravalvar
(auséncia ou presenca) e os momentos de eutanasia (2, 6, 18 semanas apds a cirurgia
e insuficiéncia cardiaca), utilizou a técnica da analise de variancia (ANOVA) para o
esquema fatorial 2x4, com delineamento inteiramente casualizado, complementada
com teste de comparacdes multiplas de Tukey (paramétrico) e Dunn (ndo paramétrico)
(100) A opcéao pelo procedimento paramétrico ou ndo paramétrico foi resultante do teste
de normalidade Kolmogorov-Smirnov; quando o resultado mostrou aderéncia a
normalidade foi utilizada a técnica paramétrica, e caso contrario ndo paramétrica.

O estudo da associagao entre os conjuntos formados pelo HIF-1a e as variaveis
moleculares, metabdlicas, estruturais e funcionais foi realizado por meio da técnica
multivariada envolvendo a analise de correlacdo candnica. A técnica multivariada
exploratéria de dados denominados de analise de correlacdo canbnica foi proposta
por Harold Hotelling (1935) e tem como finalidade analisar as relacdes lineares entre
dois agrupamentos de variaveis. A ideia basica do procedimento matemaético-
estatistico consiste em resumir a informacéo de cada conjunto de variaveis-respostas
em combinacdes lineares, sendo que a escolha dos coeficientes dessas combinacfes
é feita tendo-se como referéncia a maximizacéo da correlacdo existente entre os dois
conjuntos de variaveis-respostas. As combinagdes lineares construidas, denominadas
variaveis canobnicas, enquanto as correlacdes entre elas sdo correlagbes canbnicas,
que indicam o grau associagdo existentes entre os dois conjuntos de variaveis(1°D. A
analise canénica foi realizada com os grupos EAo. Todas as conclusdes estatisticas

foram discutidas ao nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS
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4-RESULTADOS

4.1 Peso corporal e analise macroscoOpica do coragcdo post mortem

A Tabela 1 mostra a estrutura macroscopica post mortem dos grupos
estudados: Sham2, Shams, Shamis, Shamic, EAo2, EAos, EA0is e EAoic. A
comparacao entre os dois grupos, fixados os momentos, mostrou que ndo houve
diferenca no peso corporal (PC) entre os EAo com os respectivos controles; entretanto
a comparacao entre os diferentes momentos, fixados os grupos, mostrou que o PC
nos grupos Shamais e Shamic foram semelhantes entre si, e maiores que Shams e
Shamz; Shame foi maior que o Shamz. O grupo EAo apresentou, para o PC, 0 mesmo
comportamento que o Sham.

As variaveis peso do VE, VE/PC e VE/Tibia foram maiores nos grupos EAo
comparados com os respectivos controles. O peso do VE nos Shamz e Shams foram
semelhantes, assim como Shamis e Shamic; entretanto, os ultimos dois grupos foram
maiores do que Shamz e Shams. O peso do VE foi diferente em todos os momentos
no grupo EAo, sendo maior no EAoic. A relagdo VE/PC nos grupos Shamz e EAo:2 foi
maior do que nos outros trés momentos estudados, que foram semelhantes entre si.
A relacdo VE/Tibia no Shamic foi maior que Sham: e Shames e semelhante com
Shamais, sendo que 0 Shamais foi maior que o Shama. A relacdo VE/Tibia do EAoic foi
maior em relacdo aos demais momentos; 0s grupos, EAo1s e EAos, semelhantes entre
si, foram maiores que EAO2.

Em relacdo ao VD, VD/PC e VD/Tibia, as variaveis foram maiores nos grupos
EAo01s e EAoic comparados com os respectivos Sham. O peso do VD foi menor no
grupo Shamzem comparagao aos demais grupos, que foram semelhantes entre si. O

VD no EAoic foi maior que os trés momentos; o grupo EAo1s foi maior do que EAo2 e
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EAos, que sdo semelhantes entre si. A relacdo VD/PC do Sham:2 aumentou em
comparacao aos trés outros grupos; o Shame foi maior que o Shamis e Shamic, que
foram semelhantes entre si. No grupo EAo0, a relagdo VD/PC foi maior no EAoic do
gue nos demais grupos. Grupo EAo02 foi maior que o EAos e EAois que foram
semelhantes. A relacdo VD/Tibia foi igual nos quatro grupos Sham. O EAoic foi maior
gue os demais momentos; o EAois aumentou em relacdo aos EAo02 e EAo0s, que foram
semelhantes.

Os pesos AT, AT/PC e AT/Tibia foram maiores no EAos, EA01s € EAOIc
comparado com os respectivos Sham. O peso dos AT nos grupos Sham foram
semelhantes nos quatros grupos. Nos grupos EAo, os pesos dos atrios foram
diferentes em todos os momentos estudados, sendo maior no grupo EAoic. A relacéo
AT/PC foi maior Shamz em relagéo aos demais grupos, que foram semelhantes entre
si. A AT/PC foi maior no EAoic em relagdo aos trés grupos; o EAo2 foi maior do que
EAos € 18, que ndo diferem. A AT/Tibia nos grupos Sham foram semelhantes nos
quatros momentos; o EAoic foi maior em relagdo aos demais grupos; os EAos € EA01s
foram semelhantes e maiores que o EA0..

O peso do pulmao, pulmé&o/PC e pulméao/Tibia foram maiores no EAoic versus
Shamic. A comparagéo ao longo tempo mostrou que o peso do pulméo no Sham: foi
semelhante ao Shams e menor que o Shamis e Shamic. Esses dois grupos e Shams
foram semelhantes. O peso do pulm&o nos EAo2 e EAos foram semelhantes, assim
como EAos e EA01s. O peso do EAoic foi maior do que os demais grupos EAo. A
relacdo do Pulmao/PC do Sham: foi semelhante ao Shams e maior do que 0s Shamis
e Shamic; os grupos Shams, Shamis e Shamic foram semelhantes. O EAo0:2 foi
semelhante ao EAos € EAoic; 0 grupo EAoic se diferiu dos animais EAois e EAos. N0

houve diferenga entre o grupo EAos e EA01s. A relacdo Pulméo/Tibia foi semelhantes
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nos quatros grupos Sham; o EAoic foi maior que os demais grupos; o EAo2 foi menor

gue os grupos EAos, EA018, que foram semelhantes entre si.



Tabela 1. Estrutura macroscoépica cardiaca post mortem e peso corporal
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Variavel Grupos 2 Semanas 6 semanas 18 Semanas IC Valor p
pC (@ Sham  147+115A  295+564B  455+655C  511+435C <0,05
J EA0 158 + 16,3 A 288+38,0B 475+62,4 C 471+956 C <0,05
Valor p NS NS NS NS
VE @ Sham  042+005A 056+014A 073+0,13B 0,89+0,12B <0,05
J EAo 0,66+0,11 A 0,96+0,11B 1,30+£0,18 C 1,58+0,21D <0,05
Valor p <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
VD (q) Sham  0,12+0,02A  019+003B 023+005B 024+003B <0,05
EA0 0,14+ 0,03 A 0,22+0,03A 0,33+0,07B 057+0,11C <0,05
Valor p NS NS <0,05 <0,05
AT (@) Sham  0,08+0,01 0,09+0,01  0,10+0,02 0,10 £0,02 NS
EAo 0,09+0,02 A 0,15+0,03B 0,21+006C 046+0,07D <0,05
Valor p NS <0,05 <0,05 <0,05
Sham 0,84+0,21 A 1,39+0,21AB 1,79+0,37B 193+£0,35B <0,05
Pulmé&o (g)
EAo 099+009A 150+041AB 194+042B 345+137C <0,05
Valor p NS NS NS <0,05
Sham 2,89+0,38B 1,92+055A 1,70+£0,20A 1,80+0,30 A <0,05
VE/PC (g/kg)
EA0 4,16 +0,70 B 3,40+0,50 A 280+0,40A 3,40+0,60 A <0,05
Valor p <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Sham 0,84+0,12C 0,68+0,14 B 0,53+0,07A 0,49+0,06 A <0,05
VD/PC (g/kg)
EA0 091+0,20B 0,78+0,13 A 0,71+0,15 A 1,25+0,20C <0,05
Valor p NS NS <0,05 <0,05
Sham 0,46+0,11B 0,31+0,04 A 0,23+005A 0,22+0,04 A <0,05
AT/PC (g/kg)
EA0 0,55+0,18 B 0,53+0,09 A 046+013A 098+0,17C <0,05
Valor p NS <0,05 <0,05 <0,05
. Sham 576+1,44B 4,73 + 0,80AB 394+0,88 A 3,86 +0,65 A <0,05
Pulméo/PC
EA0 6,36+0,92BC 563+190AB 419+094A 6,76+0,20C <0,05
Valor p NS NS NS <0,05
Tibia (cm) Sham 294076 A 357+150B  421+162C 444+21D <0,05
EA0 3,04+110 A 361+101B 429+131C 437+16C <0,05
Valor p NS NS NS NS
o Sham 0,14+0,02A 0,16 + 0,04AB 0,18+0,03BC  0,20+0,03C <0,05
VE/Tibia (g/cm)
EAo 0,22+0,04A 0,27+0,03B 0,30+0,04B  0,36+0,04C <0,05
Valor p <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
) Sham  0.04+0,01 0,05+0,01 0,06 + 0,01 0,06 + 0,01 NS
VD/Tibia (g/cm)
EAo 0,06+0,01A 0,06 +0,01 A 0,08+0,02B  0,13+0,03C <0,05
Valor p NS NS <0,05 <0,05
. Sham 0,02 £0,005 0,02 + 0,003 0,02 + 0,005 0,02 0,004 NS
AT/Tibia (g/cm)
EA0 0,02+0,008 A 0,04+0,009B 0,05+0,016B 0,10 £0,001C <0,05
Valor p NS <0,05 <0,05 <0,05
o Sham  0,03+0,008 0,04 +0,011 0,04 +£ 0,012 0,04 + 0,007 NS
Pulmé&o/Tibia(g/cm)
EAo 0,03+0,012A 0,05+0,013B 0,06+0,011B 0,07+0,029 C <0,05
Valor p NS NS NS <0,05

Sham: controle operado; EAo: estenose adrtica supravalvar; IC: insuficiéncia cardiaca grave; Shams:
Sham 2 semanas (n=12); Shams: Sham 6 semanas (n=12); Shamis: Sham 18 semanas (n=15);
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Shamic: Sham IC ; EAoz: EAo, 2 semanas (n=12); EAo, 6 semanas (n=14); EAo, 18 semanas (n=16);
EAoic, IC grave (n=14); VE: ventriculo esquerdo; PC: peso corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD:
ventriculo direito; AT: atrio; VE/PC: VE corrigido pelo PC; VD/PC: VD corrigido pelo PC; AT/PC: AT
corrigido pelo PC; VE/Tibia: VE corrigido pela tibia; VD/Tibia: VD corrigido pela tibia; AT/P Tibia: AT
corrigido pela tibia; NS: ndo significante. Dados expressos em média + desvio padrao; técnica de
andlise de variancia para o esquema de dois fatores (grupo e momento de eutanasia) no delineamento
casualizado complementada com o teste C, nivel de significAncia de 5%. Letras diferentes:
comparacao de momentos, p<0,05.

4.2 Sinais clinico-patolégico de insuficiéncia cardiaca

Todos os ratos do grupo EAoic apresentaram alteracdo do padréo respiratorio,
ascite, derrame pleural, hipertrofia do VD e trombo em atrio esquerdo. O atrio
esquerdo apresentou trombo de grande dimensdo em 80% dos ratos e de tamanho
moderado em 20%; a hipertrofia de VD foi acentuada em 90% e tamanho moderado
em 10%. O grupo Shamic ndo apresentou sinais clinicos e patologicos de IC (Tabela

2).

Tabela 2 - Dados clinicos e patoldgicos de insuficiéncia cardiaca

Sinais de IC Grupos Intensidade e FR
Alteracéo do padrédo Shamic (-)0%
Respiratorio EAoic (+++) 100%
Sham -) 0%
Ascite c (-)0%
EAoic (+++) 100%
Shamic (-)0%
Derrame pleural
EAoic (+++) 100%
Shamic (-)0%
Trombo em AE
EAoic (++) 20%; ( +++) 80%
. ) Shamic (-)0%
Hipertrofia de VD
EAoic (++) 10%; ( +++) 90%

FR: frequéncia relativa em porcentagem (%); intensidade dos sinais de
insuficiéncia cardiaca: (-) ausente; (+) leve; (++) moderado e (+++) severo; AE:
atrio esquerdo; VD: ventriculo direito; Shamc: controle operado (n=12); EAoc:
EAo com insuficiéncia cardiaca grave (n=12).

4.3 Andlise estrutural e funcional do coragcéo por ecocardiograma

Os dados ecocardiograficos da estrutura e funcdo cardiaca dos grupos

estudados estéo apresentados na Tabela 3. A comparacao entre os grupos Sham e
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EAo0, fixados os momentos, mostra que a FC no EAo2 foi menor do que no Shamz;
nao houve diferenca entre os demais momentos. A FC do Sham: foi maior em
comparacao com Shams, Shamis e Shamic; sendo que o Shames é maior que o Shamic
e semelhante ao Shamais; Shamic foi igual ao Shamas. A FC foi semelhante nos quatros
grupos de EAo0.

O AE, arelacdo AE/AO foram maiores nos quatros grupos EAo em relacéo aos
respectivos Sham. O AE Sham:2 foi menor que os Shams, Shamis e Shamic. O Shams
foi semelhante ao Shamaise menor que o Shamic. O AE no EAo foi diferente entre os
quatros grupos, sendo o maior valor para o grupo EAoic. A AE/AO foi semelhante nos
grupos Sham. A relacdo AE/AO foi maior no EAoic em comparagdo com os demais
grupos EAo, que foram semelhantes entre si.

O DDVE e EDPP foram maiores no grupo EAos, EA01s € EAoic comparadas
aos respectivos grupos controles. O DDVE no grupo Sham: foi menor do que nos
demais grupos Sham, que foram semelhantes. O EAo2 foi menor que 0s outros trés
grupos EAo. Os animais do EAos sdo semelhantes com EAois e ambos foram
menores que 0 EAoic. A EDPP do Shamz e Shams foram semelhantes, assim como o
Shamis e Shamic; entretanto, o Shamz e Shame foi menor em relacdo Shamis e
Shamic. A EDPP foi diferente nos quatros grupos EAo, sendo maior valor no grupo
EAoic. A ERVE dos grupos EAo foi maior em relagcédo aos grupos controles. O Sham:
foi diferente do Shame e semelhantes aos grupos Shamis e Shamic. Nado houve
diferenca do Shame, Shamis e Shamic. A ERVE do EAo02 e EAos foram semelhantes,
assim como EAois e EAoic. Porém, os grupos EAois e EAoic foram maiores em
relacéo aos grupos EA02 e EA0s.

A avaliacéo da funcéo sistélica mostrou que a % FE e Enc. meso foram maiores

no EAos versus Shames e menores no EAoic em relacdo ao Shamic. A FE nos grupos
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Sham foram semelhantes nos quatro momentos estudados; o grupo EAoic, a %FE foi
reduzida em comparagéo com os demais grupos EAo, que foram semelhantes. O Enc.
meso foi semelhante nos quatro Sham; os grupos EAo2 e EAos, foram semelhantes e
maiores que os EAois e EAoic; EAoic foi menor que EAois. A VEPP foi menor nos
EAo01s e ic em relagdo aos respectivos controles. Nado houve diferenca nos grupos
Sham e EAo0 nos quatros momentos estudados.

Em relagéo a funcéo diastdlica, a onda E elevou significativamente nos EA0s,
EAo1s € EAoic em comparacdo com 0s respetivos controles. Nos quatro momentos
estudados néo houve diferenca entre os grupos Sham. Durante o processo evolutivo,
a EAoic foi maior que os demais grupos EAo. Os animais EAos e EAO01s s&o
semelhantes e diferentes do grupo EAo02. A Onda A foi maior nos grupos EAos, EAO1s
e menor no grupo EAoic em relagdo aos Shams, Shamis e Shamic; a Onda A foi
semelhante nos quatro momentos estudados nos grupos Sham, respectivamente;
EAoic foi menor comparado com os demais grupos, que foram semelhantes. A relagéo
das ondas E/A foi maior no grupo EAoic comparado com Shamic; a E/A foi semelhante
nos quatro momentos estudados nos grupos Sham; EAoic foi maior em relacéo aos
grupos EA02, EAos, EA01s, que foram semelhantes. A TDE foi menor nos grupos EA01s
e EAoic versus respectivos controles. Os animais Shamz apresentaram a TDE menor
em relagdo aos Shams, Shamis e Shamic, que foram semelhantes. No grupo EAo, a
TDE foi menor no grupo EAoic em relacdo aos trés grupos, que ndo apresentaram

diferencas.
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Variavel Grupos 2 Semanas 6 semanas 18 Semanas IC Valor p
FC (bpm) Sham 357 +49C 295+ 40 B 274 + 33 AB 259+ 12 A <0,05
EAo 298 + 31 290 + 25 291+31 283+ 19 NS
Valor p <0,05 NS NS NS
AE (mm) Sham 410+043A 49+036B 519+061B 566+038C <005
EAo  473+030A 609+058B 665+066C  932+096D  <0,05
Valor p <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Sham  1,36+0,09 1,46 £0,12 1,31+0,16 1,39+ 0,08 NS
AE/AO
EAo  156+010A 168+018A 167+092A 239+031B <0,05
Valor p <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Sham  613+035A 685+021B 705+030B 807+0378  ~00°
DDVE (mm)
EAo 611+051A 7,87+015B 801+011B 9,65+064C <0,05
Valor p NS <0,05 <0,05 <0,05
Sham 115+010A 121+008A 136+010B 1,35+0,03B <0,05
EDPP (mm)
EA0O 124+010A 153+018B 188+025C 231+0,32D <0,05
Valor p NS <0,05 <0,05 <0,05
Sham  038%+002B 0,34+003A 039+003AB 0,34+0,05AB <005
ERVE
EA0o 041+005A 039+005A 047+008B  048+0,07B <0,05
Valor p <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Sham  90,9+0,03 86,9 + 0,04 88,2 + 0,05 87,1+0,03 NS
FE (%)
EA0 928+0,03B 918+003B 880+006B  782+008A <005
Valor p NS <0,05 NS <0,05
Sham  346x47 30,2+4,9 30,8+5,2 31,142 NS
Enc Meso (%)
EAO  348+63C  347+50C  287+53B 229+44A <0,05
Valor p NS <0,05 NS <0,05
Sham  345%5,1 36,5+5,1 384+7,0 39,5+5,0 NS
VEPP (mm/s)
EAo 33,3£4,9 31547 31,683 28,5+33 NS
Valor p NS NS <0,05 <0,05
Sham  818%103 81,5+6,9 755+5,9 74,6 +4,8 NS
Onda E (cm/s)
EAo 813+84A  102+160B 98,0+80B 139 £20,0C <0,05
Valor p NS <0,05 <0,05 <0,05
Sham  58,0+155 57,5+ 14,1 457+ 13,4 49,7+82 NS
Onda A (cm/s)
EAo  638+128B 681+93B 595+144B  195+58A <0,05
Valor p NS <0,05 <0,05 <0,05
Sham  147+034 1,46 + 0,33 1,59 + 0,30 1,53+ 0,27 NS
E/A
EA0 131+020A 152+030A 143+027A 772+251B <005
Valor p NS NS NS <0,05
Sham 331+88A  447+39B 485+73B 46,6 +82B <0,05
TDE (ms)
EA0  395+51B  412+6,1B 420+478B 313+41A <0,05
Valor p NS NS <0,05 <0,05

Sham: controle operado; EAo: estenose adrtica supravalvar; IC: insuficiéncia cardiaca grave; Shamy:
Sham 2 semanas (n=12); Shame: Sham 6 semanas (n=12); Shamis: Sham 18 semanas (n=15); Shamc:
Sham IC ; EAo0z: (n=12); EA0, 2 semanas (n=12); EAo, 6 semanas (n=14); EAo, 18 semanas (n=16);
EAO, IC (n=10); VE: ventriculo esquerdo; PC: peso corporal; FC: frequéncia cardiaca; DDVE: diametro
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diastolico do VE; EDPP: espessura diastolica da parede posterior; ERVE: espessura relativa do VE;
AE: didmetro do atrio esquerdo; AO: diametro da aorta; E/A: razao entre a velocidade de fluxo de
enchimento inicial (onda E) e da contragdo atrial (onda A) do fluxo transmitral; TDE: tempo de
desaceleragcdo da onda E; Enc Meso0%: encurtamento de mesocardio em porcentagem; FE%: fracdo
de ejecao do VE em porcentagem; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; NS: ndo
significante. Dados expressos em média + desvio padrdo; técnica de analise de variancia para o
esquema de dois fatores (grupo e momento de eutanasia) no delineamento casualizado
complementada com o teste de comparacdes multiplas de Tukey, nivel de signficancia de 5%. Letras
diferentes: comparag¢do de momentos, p<0,05.

4.4 Expressédo proteica HIF-1a no miocérdio

A expressao proteica do HIF-1a est4 apresentado na Figura 7. Houve diferenca
estatistica entre os grupos EAo e os respectivos Sham. A analise da evolucdo dos
animais com estenose adrtica mostrou que o grupo EAoic foi significativamente maior

em comparacao aos EA02 e EAois. Nao houve diferenca entre os grupos Sham.
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Figura 7| Expresséo da proteina HIF-1a. Sham: controle operado; EAo: estenose adrtica supravalvar;
IC: insuficiéncia cardiaca grave; Shamz: Sham 2 semanas; Shams: Sham 6 semanas; Shamis: Sham
18 semanas; Shamc: Sham IC; EA02: EA0 2 semanas; EAos: EA0 6 semanas; EA01s: EAo 18 semanas;
EAoic: EAo IC grave; CIA: controle interno da amostra; UA: unidade arbitraria. Dados expressos em
média + desvio padrao (n=8/grupo); técnica de andlise de varidncia para o esquema de dois fatores
(grupo e momento de eutanasia) no delineamento casualizado complementada com o teste de
comparacdes multiplas de Tukey, nivel de significancia de 5%, p<0,05. * EAo vs respectivo Sham; **
EAoic vs EAOz € 1s.

4.5 Metabolismo da glicose no miocardio

4.5.1 Captacao e transporte da glicose

As variaveis analisadas na captacdo e transporte de glicose celular foram
insulina sérica e expressao proteica do IR fosforilado, IR total, PI3K, GLUT1, GLUT4,

AMPK fosforilado e AMPK total miocéardica.
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45.1.1 Insulina sérica

A Figura 8 mostra que houve aumento significante da concentracéo de insulina
sérica nos grupos EAos e EA01s comparado com os Shames € Shamais; porém, o EAoic
apresentou reducdao significativa em relacdo ao Shamic. Ao analisar a evolucdo dos
animais com EAo verifica-se que o EAoic apresentou diminui¢do da insulina em
relacdo aos grupos EAoes € EA01s; 0S animais EA01s aumentaram em relacdo ao EA0..

N&o houve diferenca entre os grupos Sham.
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Figura 8| Concentragdo de insulina sérica. Sham: controle operado; EAo: estenose adrtica
supravalvar; IC: insuficiéncia cardiaca grave; Shamz: Sham 2 semanas; Shams: Sham 6 semanas;
Shamis: Sham 18 semanas; Shamic: Sham IC; EAo2: EAo 2 semanas; EAos: EA0 6 semanas; EAO1s:
EAo 18 semanas; EAoic: EAo IC grave. Dados expressos em mediana e valores minimo e maximo
(n=12/grupo); técnica de andlise de variancia ndo paramétrica (ANOVANP) para o esquema de dois
fatores (grupo e momento de eutanésia) no delineamento casualizado, complementada com o teste de
comparacdes multiplas de Dunn, nivel de significancia de 5%, p<0,05. *, ** f, p<0,05. * EAo vs
respectivos Sham; ** EAoic vs EA0s € EA018; T EAO18¢6VS EAO2.

4.5.1.2 Receptor de insulina miocardica

As expressoes proteicas dos receptores de insulina fosforilada (pIR), do IR total
e a relacdo pIR/IR total estdo apresentadas nas Figuras 9A, 9B e 9C. O pIR foi maior
nos EAos, EA01s € EAoic em relacdo aos respectivos Sham. O EAoic foi maior em
relacdo ao EA02, EAos € EA01s; EAOs € EA018 foram maiores que EA02; ndo houve

diferenca entre os grupos Sham (Figura 9A). O IR total foi maior nos EAo1s € EAoic
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em relagdo aos respectivos Sham; n&o houve diferenga entre os quatros grupos
Sham; o mesmo comportamento ocorreu nos quatro grupos EAo (Figura 9B). A
relacdo pIR/IR total, foi maior nos EAos, EA01s € EA0Ic versus respectivos Sham. A
andlise evolutiva mostrou que os Shams, Shamis e Shamic foram maiores do que

Shamz; e que os EAo0s, EA01s € EAoic foram maiores do que o EAo2 (Figura 9C).
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Figura 9 A, B e C| Expressdao da proteina pIR (A), IR total (B) e a relagéo plIR/IR total (C). Sham:
controle operado; EAo: estenose adrtica supravalvar; IC: insuficiéncia cardiaca grave; Shamz: Sham 2,
semanas; Shams: Sham 6, semanas; Shamis: Sham, 18 semanas; Shamic: Sham, IC; EAoz: EAo, 2
semanas; EAos: EA0, 6 semanas; EAois: EA0 18, semanas; EAoic: EA0, IC grave; CIA: controle interno
da amostra; UA: unidade arbitraria. Dados expressos em média + desvio padrao (n=8/grupo); técnica
de analise de variancia para o esquema de dois fatores (grupo € momento de eutanasia) no
delineamento casualizado, complementada com o teste de comparag6es multiplas de Tukey, nivel de
significancia de 5%, p<0,05. * EAo vs respectivos Sham; ** EAoic VS EA02, 6 € 18; T EAo1s € 6 VS EAO2; #
Shamic, 1se 6 vs Shamo.
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4.5.1.3 PI3K miocéardica

Na Figura 10 estdo os dados referente a expressao proteica do PI3K
miocardica; houve aumento no EAoic em relacdo Shamic. O PI3K foi maior no EAoic

em relacdo aos demais grupos EAo. Nao houve diferenca entre os grupos Sham.
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Figura 10| Expresséo da proteina PI3K. Sham: controle operado; EAo: estenose aodrtica supravalvar;
IC: insuficiéncia cardiaca grave; Shamz: Sham 2, semanas; Shame: Sham 6, semanas; Shamis: Sham,
18 semanas; Shamic: Sham, IC; EAoz: EAo, 2 semanas; EAos: EA0, 6 semanas; EAois: EAo 18,
semanas; EAoic: EAo, IC grave; CIA: controle interno da amostra; UA: unidade arbitraria. Dados
expressos em média + desvio padrédo (n=8/grupo); técnica de andlise de varidncia para o esquema de
dois fatores (grupo e momento de eutanasia) no delineamento casualizado complementada com o teste
de comparacdes multiplas de Tukey, nivel de significAncia de 5%, p<0,05. * EAo vs respectivo Sham;
** EAoic vs EA02, EA0s € EAO1s.

45.1.4 GLUT1 e GLUT4 miocéardico

As expressodes proteicas dos transportadores de glicose, GLUT 4 e GLUT 1,
estdo apresentados nas Figuras 11A e 11B. O GLUT 4 foi maior nos EAos, EA01s €
EAoic versus respectivos Sham; ndo houve diferenga entre os quatros grupos Sham;
0 mesmo comportamento ocorreu nos quatro grupos EAo (Figura 11A); o GLUT1 foi
maior nos grupos EAo em relagéo aos respectivos Sham. O EAoic foi maior que o

EAo0s; ndo houve diferenca entre os quatros grupos Sham (Figura 11B).
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Figura 11 A e B| Expresséo da proteina GLUT4 (A) e GLUT1(B). Sham: controle operado; EAo:
estenose adrtica supravalvar; IC: insuficiéncia cardiaca grave; Shamz: Sham 2, semanas; Shame: Sham
6, semanas; Shamis: Sham, 18 semanas; Shamic: Sham, IC; EAo0z2: EAo, 2 semanas; EAos: EAO, 6
semanas; EAois: EA0 18, semanas; EAoic: EAo, IC grave; CIA: controle interno da amostra; UA:
unidade arbitraria. Dados expressos em média * desvio padrdo (n=8/grupo); técnica de analise de
variancia para o esquema de dois fatores (grupo e momento de eutanasia) no delineamento
casualizado complementada com o teste de comparac8es multiplas de Tukey, nivel de significancia de
5%, p<0,05. * EAo vs respectivos Sham; ** EAoic vs EAOs.

4.5.2 AMPK miocéardica

As expressbes proteicas do pAMPK, do AMPK total e a relacdo
pPAMPK/AMPKtotal estdo apresentados nas Figuras 12A, 12B e 12C. A pAMPK foi
menos nos grupos EAoi1s e EAoic versus respectivos Sham; o EAoic € menor do que
o0 EAo02 e EAos; ndo houve diferenca entre os quatros grupos Sham (Figura 12A). O
AMPK total ndo apresentou diferenca significante dos EAo versus respectivos Sham;

no processo evolutivo, ndo houve diferenca de comportamento nos grupos Sham e
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nos EAo(Figura 12B). A relacdo pAMPK/AMPKtotal mostrou que houve reducao dos
EAo01s e EAoic versus respectivos Sham; o grupo EAoic e EAo1s foram menores que o

EAo02; ndo houve diferenca entre os quatros grupos Sham (Figura 12C).
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Figura 12 A, B e C| Expressdo da proteina pAMPK(A), AMPKTotal (B) e relacéo
pAMPK/AMPKTotal (C). Sham: controle operado; EAo: estenose adrtica supravalvar; IC: insuficiéncia
cardiaca grave; Shamz: Sham 2, semanas; Shame: Sham 6, semanas; Shamis: Sham, 18 semanas;
Shamic: Sham, IC; EAo2: EAo, 2 semanas; EAos: EA0, 6 semanas; EAo1s: EA0 18, semanas; EAoic:
EAo, IC grave; CIA: controle interno da amostra; UA: unidade arbitraria. Dados expressos em média
desvio padrdo (n=8/grupo); técnica de andlise de variancia para o esquema de dois fatores (grupo e
momento de eutanasia) no delineamento casualizado complementada com o teste de comparacdes
multiplas de Tukey, nivel de significancia de 5%, p<0,05. * EAovs respectivos Sham; ** EAoic vs EA02,
es; T EAo1s vs EAO2.
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4.5.3 Glicélise miocéardica

As expressfOes proteicas e as atividades enzimaticas envolvidas na via
glicolitica miocardica estdo apresentados nas Figuras 13A, 13B, 13C e 13D. A
expressao proteica da HKII foi maior nos grupos EAos, EA018 € EAoic comparado com
os respectivos Sham. Nao houve diferenca entre os quatros grupos Sham; o EAoic foi
maior versus EAo2 (Figuras 13A). A expressdo da PFKF2 foi mais elevada nos EA0s,
EAo1s e EAoic em relacdo aos Sham. Nao houve diferenga entre os quatros grupos
Sham; a PFKF2 foi maior no EAoic em relagdo aos demais grupos EAo (Figura 13B).

As atividades enzimaticas da HK e PK estédo apresentadas nas Figuras 13C e
13D, respectivamente. A atividade da HK dos grupos EAo foram maiores do que os
respectivos Sham. A analise evolutiva dos animais Sham mostrou que os Shamis e
Shamic foram menores do que os Sham: e 6. O estudo evolutivo mostrou que 0s
grupos EAo2, EAos e EA01s sdo semelhantes e o grupo EAoic foi maior em relagcéo ao
EAo1s (Figura 13C). A Figura 13D mostra que houve diferenca da PK nos grupos
EAo01s e EAoic versus os respectivos Sham. A evolucao temporal mostra que houve
diferenca do Sham:2 versus Shames, 1s € ic; 0 Shame foi maior do que Shamis e ic. A

PK foi semelhante dos grupos EAo0.
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Figura 13 A, B, C e D| Expresséao da proteina HKIl (A) e PFKFB2 (B) e atividade enzimatica da
proteina HKIl (C) e PK (D). Sham: controle operado; EAo: estenose aortica supravalvar; IC:
insuficiéncia cardiaca grave; Shamz: Sham 2, semanas; Shames: Sham 6, semanas; Shamis: Sham, 18
semanas; Shamic: Sham, IC; EAo2: EAo, 2 semanas; EAos: EA0, 6 semanas; EAo1s: EA0 18, semanas;
EAoic: EAo, IC grave; CIA: controle interno da amostra; UA: unidade arbitraria. Dados expressos em
média + desvio padrao (n=8/grupo); técnica de analise de varidncia para o esquema de dois fatores
(grupo e momento de eutanasia) no delineamento casualizado complementada com o teste de
comparacdes multiplas de Tukey, nivel de significAncia de 5%, p<0,05. * EAovs Sham; 13 A: ** EAoic
vs EAo02; 13 B: ** EAoic vs EAO02, 6 € 18; 13C: ** EAoic vsS EA01s: © Shamic e 18 vs Shamz e s.; 14D: T

Shames, 18 € ic vS Shamz. # Shamis e ic vs Shame.
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4.5.4 Expresséao da piruvato desidrogenase e atividade da citrato sintase

miocéardico

A PDH foi menor nos grupos EAo01s e EAoic em relacdo aos respectivos Sham.
N&o houve diferenca entre os quatros grupos Sham; o EAoic foi menor que o EAo2 e
EAos (Figura 14A). A citrato sintase (CS) foi menor nos grupos EAos, EA01s € EAOIC
comparado com 0s seus respectivos Sham (Figura 14B). Nao houve diferenca entre

0S quatros grupos Sham e nos EAo.
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Figura 14 A e B| Expressédo da proteina piruvato desidrogenase (A) e da atividade da citrato
sintase (B). Sham: controle operado; EAo: estenose adrtica supravalvar; IC: insuficiéncia cardiaca
grave; Shamz: Sham 2, semanas; Shams: Sham 6, semanas; Shamais: Sham, 18 semanas; Shamic:
Sham, IC; EAoz: EAo, 2 semanas; EAos: EA0, 6 semanas; EAois: EA0 18, semanas; EAoic: EA0, IC
grave; PDH: piruvato desidrogenase; CS: atividade da citrato sintase; CIA: controle interno da amostra;
UA: unidade arbitraria. Dados expressos em média + desvio padrao (n=8/grupo); técnica de analise de
variancia para o esquema de dois fatores (grupo e momento de eutanasia) no delineamento
casualizado complementada com o teste de comparac¢des miltiplas de Tukey, nivel de significancia de
5%, p<0,05. * EAo vs Sham; ** EAoic vs EA02 e EAOs.
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4.5.5 Lactato desidrogenase e lactato miocardico

A expressao proteica, a atividade enzimatica da LDH e a concentracdo do
lactato miocardico estédo apresentados nas Figuras 15A, 15B e 15C.

A expressao proteica da LDH aumentou nos grupos EAo1s € EAoic versus 0s
respectivos Sham; ndo houve diferenca entre os quatros grupos Sham e nos EAo
(Figura 15A). A atividade enzimatica da LDH dos EAos, EA01s € EA0ic foi maior do
gue os Sham. O EAoic foi maior em relacdo ao EAo2; ndo houve diferenca entre os
quatros grupos Sham (Figura 15B). A concentracdo de lactato foi maior nos grupos
EAos, EA018 € EA0ic em comparagao aos respectivos Sham. O lactato no Shamic foi
menor que o Shamse 1s. O EAoic fora menor que o EAos e 1s; 0 EA0s € 18 foram maiores

que EAo:2 (Figura 15C).
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Figura 15 A, B e C| Expressao da proteina LDH (A),atividade enzimética da proteina LDH (B) e
Lactato cardiaco (C). Sham: controle operado; EAo: estenose adrtica supravalvar; IC: insuficiéncia
cardiaca grave; Shamz: Sham 2, semanas; Shames: Sham 6, semanas; Shamis: Sham, 18 semanas;
Shamic: Sham, IC; EAoz2: EAo, 2 semanas; EAos: EA0, 6 semanas; EAo1s: EA0 18, semanas; EAoic:
EAo, IC grave; CIA: controle interno da amostra; UA: unidade arbitraria. Dados expressos em média *
desvio padrao (n=8/grupo); técnica de analise de varidncia para o esquema de dois fatores (grupo e
momento de eutanasia) no delineamento casualizado complementada com o teste de comparagdes
multiplas de Tukey, nivel de significAncia de 5%, p<0,05. * p<0,05, EAo vs Sham; 15B: ** p<0,05, EAoic
vs EA02; 15C: ** p<0,05, EAoic Vs EA0s € 18; T p<0,05, EA0s € 18 VS EA02; & p<0,05, Shamic vs Shame e
18.

4.6 Anélise canfnica

Andlise de correlacdo canbnica (ACC) tem como objetivo principal medir
associacao linear entre conjuntos de variaveis; neste estudo foi utilizada ACC para
medir associacdo entre os conjuntos do HIF-la com 0s seguintes grupamentos
derivados de: a) ecocardiograma - estrutura (AE, DDVE, EDPP e ESRVE), funcéo

diastolica (ONDAS E e A, E/A) e sistélica (%FE, %ENC. MESO); b) macroscopia post
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mortem cardiaca (VE, VD e AT); ¢) captacao e transporte de glicose (insulina sérica,
expressdo proteica miocardica do pIR, IR total, pIR/IRtotal, PI3K, GLUT1, GLUT4,
pAMPK, AMPKtotal e pAMPK/AMPKtotal); d) glicélise cardiaca (expresséo da HKIl e
atividade da HK, expressado da PFK e atividade da PK); e) via anaerdbica (expressao
e atividade da LDH); e f) via aerdbica (expressao da PDH).

A Tabela 4 mostra associacédo positiva e significativa do HIF-1a (u1) com o
conjunto das varaveis estruturais do ecocardiograma (v1). A analise da carga canbnica
direta de viindica que as maiores correlagbes foram com as variaveis AE (0,95) e
DDVE (0,88). Na correlacdo cruzada, as cargas mais altas foram com AE (0,57) e
DDVE (0,53).

Tabela 4| Medidas de associacao canénica do HIF-1a com as variaveis

estruturais do ventriculo e atrio esquerdo dos grupos EAo0z, s, 18 € ic por
ecocardiograma

Conjunto Variavel (Coef.) Carga direta Carga Cruzada
HIF-1a (u1) HIF-1a (1,00) 1,00 0,60*
DDVE (0,53) 0,88 0,53
Ecocardiograma EDPP (0,44) 0,73 0,44
estrutural (v1) ERVE (0,15) 0,24 0,15
AE (0,57) 0,95 0,57

EAo: estenose aodrtica supravalvar, EAoz: 2 semanas (n=08); EAos, 6 semanas
(n=08); EA01s, 18 semanas (n=08); EAoic, IC grave (n=08); Coef: coeficiente; VE:
ventriculo esquerdo; DDVE: diametro diastélico do VE; EDPP: espessura diastélica
da parede posterior do VE; ERVE: espessura relativa do VE; AE: didmetro atrio
esquerdo;

*p<0,05;

u1=1,00 (HIF-1a);

v1=0,53 DDVE + 0,44 EDPP + 0,15 ERVE + 0,57 AE

A Tabela 5 revela associacdo significativa e linear do HIF-1a (u1) com as
variaveis que analisam a funcéo diastodlica (v1). A andlise da carga canobnica direta de
v1, indica que as maiores correlagdes foram com onda E (0,91), onda A (-0,79) e E/A
(0,75). Na correlagcéo cruzada, os maiores valores foram: onda E (0,56), onda A (-

0,48) e E/A (0,46).
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Tabela 5| Medidas de associagao canodnica do HIF-1a com a fungao
diastdlica do ventriculo esquerdo dos grupos EAO02, 6 18 € ic por
ecocardiograma

Conjunto Variavel (Coef.) Carga direta Carga Cruzada
HIF-1a (u1) HIF-1a (1,00) 1,00 0,61*
Ecocardiograma — Onda E (0,56) 0,91 0,56
funcao diastodlica Onda A (-0,48) -0,79 -0,48
(v1) E/A (0,75) 0,75 0,46
TDE (-0,65) -0,65 -0,40

EAo: estenose aértica supravalvar; EAo2: 2 semanas, (n=08); EAos, 6 semanas
(n=08); EAo01s, 18 semanas (n=08); EAoic, IC grave (n=08); Coef: coeficiente; VE:
ventriculo esquerdo; AE: atrio esquerdo; AO: aorta; E/A: razdo entre a velocidade
de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contragdo atrial (onda A) do fluxo
transmitral; TDE: tempo de desaceleracéo da onda E.

*p<0,05; uy = 1,00 (HIF-1a);

v1=0,56 onda E - 0,48 onda A + 0,46 E/A - 0,40 TDE

A Tabela 6 visualiza que ndo houve associag¢ao significante HIF-1a com os

parametros utilizados para avaliacdo da funcao sistélica do ventriculo esquerdo.

Tabela 6| Medidas de associacao candnica do HIF-1a com a fungao sistolica
do ventriculo esquerdo dos grupos EAO0z, s, 18 € ic por ecocardiograma

Conjunto Variavel (Coef.) Carga direta Carga Cruzada
HIF-1a (u1) HIF-1a (1,00) 1,00 0,37
_ Enc Meso % (-0,04) 0,11 0,40
Ecocardiograma - FE% (-0,26) 0,70 0,26
funcao sistdlica (v1)
VEPP (-0,06) 0,15 0,06

EAo: estenose adrtica supravalvar; EA02: 2 semanas(n=08); EAocs, 6 semanas (n=08);
EAo01s, 18 semanas (n=08); EAOc, IC grave (n=08); Coef: coeficiente; Enc Meso%:
encurtamento de mesocardio em porcentagem; FE%: fragcdo de ejecdo em porcentagem;
VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior.

u1= 1,00 (HIF-1a);

v1=-0,04 Enc Meso - 0,26 FE% — 0,06 VEPP

A Tabela 7 exibe associagcao positiva e significativa do HIF-1la (u1) com o
conjunto das varaveis morfologica cardiaca - post mortem (v1). A analise da carga
can0nica direta de vi mostra que as correla¢gdes foram altas para o AT (0,97), seguidas
do VD (0,96) e VE (0,92). Na correlacdo cruzada os valores séo: AT (0,56), VE (0,53)

e VD (0,55).



Tabela 7 — Medidas de associagdo canbnica do HIF-1a com analise
morfologica cardiaca — post mortem dos grupos EA02, 6, 18 € Iic

Conjunto Variavel (Coef.) Carga direta  Carga Cruzada
HIF-1a (u1) HIF-1a (1,00) 1,00 0,57*
Al o VE (0,53) 0,92 0,53
nélise morfoldgica (post VD (0.55) 0.96 0,55
mortem) (v1)
AT (0,56) 0,97 0,56

EAo: estenose adrtica supravalvar; EAo2: 2 semanas (n=08); EAos, 6 semanas (n=08);
EAo01s, 18 semanas (n=08); EAOi, IC grave (n=08); Coef: coeficiente;VE: ventriculo

esquerdo; VD: ventriculo direito; AT: atrio.
*p<0,05; uy = 1,00 (HIF-10);
v1=0,53 VE + 0,55 VD + 0,56 AT
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A Tabela 8 revela associacao significativa do HIF-1a (u1) com as variaveis que

analisam a captacgéo de glicose (v1), apresentando cargas canonica direta de vi mais

altas para GLUT4 (-0,69) e pAMPK (0,57). Na correlacdo cruzada, os valores mais

altos foram para o GLUT4 (-0,50) e a pAMPK (0,42).

Tabela 8 — Medidas de associacdo canbdnica do HIF-1a com proteinas

envolvidas na captacao de glicose miocardica dos grupos EAO02, 6, 18 € ic

Conjunto Variavel (Coef.) Carga direta Carga Cruzada
HIF-1a (u1) HIF-1a (1,00) 1,00 0,73*
pAMPK (-0,42) 0,57 0,42
AMPK total (-0,25) 0,34 0,25
pAMPK/AMPK total (-0,48) 0,34 0,25
pIR (0,37) -0,51 -0,37
Captacéo de glicose IR total (0,0007) 0,001 0,001
miocardica (v1) pIR/IR total (0,40) -0,55 -0,40
PI3K (0,36) -0,50 -0,36
GLUT4 (0,60) -0,69 - 0,50
GLUT1 (0,18) -0,24 -0,18
Insulina (-0,14) 0,18 -0,14

EAo: estenose aortica supravalvar; EA02: 2 semanas (n=08); EAos, 6 semanas (n=08); EA01s, 18
semanas (n=08); EAOic, IC grave (n=08); Coef: coeficiente; pAMPK: expressao proteica de
adenosina monofosfato quinase, fosforilada; AMPK total: expressédo proteica de adenosina
monofosfato quinase total; pAMPK/AMPK total: relacdo pAMPK/AMPKTotal; pIR: expressdo da
proteina do receptor de insulina fosforilado; IR total: expressdo da proteina do receptor de
insulina total; pIR/IR total: relacdo pIR/IR total; PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase; Glut4 e 1:

transportador de glicose 4 e 1.
*p<0,05;
uy = 1,00 (HIF-10);

v1 = -0,42 pAMPK -0,25 AMPKt -0,25 pAMPK/AMPKt + 0,37 pIR - 0,0007 pIRt + 0,40pIR/Irt +

0,36 PI3K + 0,50 GLUT-4 + 0,18 GLUT-1 + 0,18 Insulina.
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A Tabela 9 indica associacédo positiva e significativa do HIF-1a (u1) com o

conjunto das varaveis da glicélise (vi). A andlise da carga canbnica direta de 11

visualiza que as maiores correlacdes foram da expresséo da PFK2 (0,81) e atividade

HK (0,66). Na correlacdo cruzada os valores superiores foram: expressao PFK2 (0,51)

e atividade HK (0,41).

Tabela 9 — Medidas de associacdo candnica do HIF-1a com as
proteinas envolvidas na glicolise cardiaca dos grupos EA02, 6, 18 € Ic

Conjunto Variavel (Coef.) Cargadireta Carga Cruzada
HIF-1a (u1) HIF-1a (1,00) 1,00 0,62*
Exp. HKII (0,20) 0,32 0,20
o Ativ. HK (0,41) 0,66 0,41
Glicélise (v1)
Exp. PFK2 (0,51) 0,81 0,51
Ativ. PK (-0,15) -0,24 -0,15

EAo: estenose adrtica supravalvar, EAoz: 2 semanas (n=08); EA0s, 6 semanas
(n=08); EA01s, 18 semanas (n=08); EAoic, IC grave (n=08); Coef: coeficiente; Exp.
HKII: expressao proteica da hexoquinase II; Ativ. HKII: atividade da hexoquinase lI;
Exp. PFK: expresséo proteica da fosfofrutoquinase; Ativ. PK: atividade da piruvato
quinase.

*p<0,05;

up = 1,00 (HIF-1a);

v1=0,20 Exp. HKII + 0,41 Ativ. HKII + 0,51 PFK - 0,15 PK

A Tabela 10 indica associacéo positiva e significativa do HIF-1a (u1) com o

conjunto das varaveis da via anaerobica (v1). A andalise da carga candnica direta de v1

mostra que a maior correlacdo foi com a expressao LDH (0,89).

cruzada o valor superior foi a expressao LDH (0,48).

Na correlagéo



Tabela 10 — Medidas de associacdo canodnica do HIF-1a com a
expressao proteica e atividade da LDH dos grupos EA02, 6, 18 € Ic

Conjunto Variavel (Coef.) Carga direta Carga Cruzada
HIF-1a (u1) HIF-1a (1,00) 1,00 0,62*
. . Exp. LDH (0,02) 0,89 0,48
Via anaerébica (v1) i
Ativ. LDH (0,48) 0,05 0,02

EAo0: estenose adrtica supravalvar; EAoz: 2 semanas (n=08); EA0s, 6 semanas
(n=08); EA01s, 18 semanas (n=08); EAoic, IC grave (n=08); Coef: coeficiente; Exp.
LDH: expressdo proteica lactato desidrogenase; Ativ. LDH: atividade lactato
desidrogenase.

*p<0,05;

u; = 1,00 (HIF-10);

v1 = 0,02 Exp. LDH + 0,48 Ativ. LDH.
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5-DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi analisar o comportamento do HIF-1a, metabolismo
da glicose e funcédo e associacdo entre o HIF-1a e estes parametros durante o
processo de evolucdo da remodelacdo cardiaca. Os principais achados foram: a)
aumento do HIF-1a inicio da RC, com agravamento nas fases finais da doenca; b)
alteracdo precoce no metabolismo da glicose caracterizada por acentuacdo da via
glicolitica e desvio para a via anaerdbica a partir da 62 semana de EA0; ¢) acentuacao
da hipertrofia ventricular esquerda, deterioracdo precoce na funcao diastolica e severa
disfuncao sistolica e diastélica na fase de insuficiéncia cardiaca grave; d) associacéo

entre o HIF-1a com mudanca na estrutura, funcéo diastdlica e metabolismo da glicose.

5.1 Remodelacao cardiaca

5.1.1 Expresséao do HIF-1a

O HIF-1q, sinalizador master da homeostase do oxigénio celular, ativado em
situacdo de déficit de Oz, tem como finalidade de elevar a disponibilidade dessa
molécula e de energia®®, por exemplo, aumentar a angiogénese e o metabolismo da
glicose102.103) Os resultados mostraram que houve aumento do HIF-1a em todos os
momentos de EAo comparados com o0s controles, inclusive na fase precoce da
hipertrofia cardiaca (EA02); durante o processo evolutivo da remodelacdo houve
importante elevacdo do HIF-1a na fase insuficiéncia cardiaca grave. Esses dados
corroboram com estudos da literatura, em que amostras de coracdes de diferentes
tipos de hipertrofia cardiaca patologica apresentaram valores aumentados de HIF-

1q(92,104,105)

Os possiveis mecanismos responsaveis pelo incremento do HIF-1a durante o
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processo de remodelamento, ndo estdo totalmente esclarecidos%®. A elevacédo do
HIF-1a pode estar relacionada com aumento da sua sintese e/ou diminuicdo da
degradacgdo®®. A literatura mostra que o HIF-la pode ser sintetizado por fator
mecanico, aumento do estresse parietal’®) e/ou por estimulo bioquimico, por
exemplo: fatores de crescimento, interleucina-6, interferon gamma e éxido nitrico°8-
110) A elevacdo do HIF-1a pode, também, estar relacionado com a redugdo da
degradacdo, desde que esse fenbmeno esta associado a niveis de O:2 tecidual; em
condicao de hipoxia ha estabilizacao do HIF-1a e, consequentemente, reducdo da sua
decomposicdo. Com a estabilizacdo, ele liga-se a co-ativadores, direciona para o
ndcleo e inicia a transcricdo génica; esse processo, efeito cardioprotetor, tem como
finalidade elevar a disponibilidade de O: tecidual pela busca da homeostase
energética(@4111-113)

Existem evidéncias na literatura que pode haver desequilibrio entre a demanda
e a oferta de oxigénio no miocardio remodelado, em razdo do processo de
angiogénese ser de menor intensidade que o grau de hipertrofia do miécito14.115),
Esse desajuste pode levar a reducao da disponibilidade de oxigénio no tecido, o que
acarreta diminuicdo da degradacdo e consequente aumento dos niveis do HIF-1a
cardiaco®*111-113) visualizado neste trabalho, em coragdes com estenose aolrtica

supravalvar e hipertrofia ventricular esquerda.

5.1.2 Estrutura e funcao

A andlise dos dados da macroscopia cardiaca, post mortem, durante o processo
de remodelag&o, mostrou que com 2 semanas de estenose aortica houve aumento da
massa do ventriculo esquerdo. A avaliacdo da funcdo evidenciou que, embora, as

variaveis que analisaram o desempenho diastolico e sistolico ndo tenham se alterado,
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houve aumento do didmetro do atrio esquerdo; esta mudanca €, provavelmente,
decorrente de disfuncdo diastdlica, embora ndo tenha alteragbes nas variaveis
utilizadas na avaliacdo da funcao diastdlica pelo ecocardiogréfico. Apés 6 semanas
de EAo0, a acentuacao da hipertrofia concéntrica foi acompanhada de intensificagao
da disfuncdo diastélica, com caracteristicas de pseudonormal. Com 18 semanas
houve maior grau de remodelacdo concéntrica, com estabilizacdo da disfuncao
diastélica e deterioracdo do desempenho sistélico. Na fase de insuficiéncia cardiaca
grave manteve-se o padrdo de hipertrofia concéntrica, aumento importante do atrio
esquerdo e piora significante das func¢des sistolica e diastdlica.

A analise dos resultados obtidos, neste trabalho, durante o processo evolutivo
da RC mostrou que a estenose aortica supravalvar provocou agravamento estrutural
e funcional do coracdo. Em resposta a sobrecarga mecanica, tipo pressorica, ocorre
desenvolvimento de remodelagdo concéntrica, como a finalidade de normalizar o
estresse parietal sistolico, determinante do grau de encurtamento da fibra cardiaca,
isto é, ejecdo ventricular®®, O estimulo para o aumento do tecido cardiaco é
decorrente de fatores mecanicos e bioquimicos, que agem nos receptores, canais
ibnicos e integrinas presentes na membrana sarcolemal; esse processo, via cascata
de sinalizadores citosdlicos, ativa fatores transcricionais que acarretam alteracées na
expressao génica e, consequentemente, aumento na sintese proteica miocardica,
desencadeando hipertrofia do midcito, da célula muscular lisa e hiperplasia da matriz
extracelular®4).

Dependendo da relagdo entre as caracteristicas do agente agressor (estimulo)
e a resposta do receptor (coracdo), a remodelacdo do tecido miocardico pode
acarretar distarbio funcional, diastélico e/ou sistélico, e posteriormente levar ao quadro

de insuficiéncia cardiaca®!6117), Os mecanismos responsaveis pela deterioracédo da
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funcdo cardiaca permanecem incertos. No modelo experimental de sobrecarga
pressorica, diversos fatores podem estar envolvidos: alteracdo na geometria das
camaras, qualidade das proteinas contrateis, matriz extracelular, citoesqueleto,
transito de célcio intracelular, suporte neuro-hormonal, aumento na morte celular
(necrose, apoptose e autofagia), déficit de substrato energético e/ou de oxigénio ©3.6:8-
14, Estas alteracdes devem ter se intensificado durante o processo evolutivo com

agravamento, importante, na fase de insuficiéncia cardiaca grave.

5.1.3 Associacdo candnica entre HIF-1a com a estrutura e a fungao cardiaca

Um dos objetivos deste trabalho foi analisar a associacdo candnica entre o HIF-
la, estrutura e fungédo do coracdo dos animais com EAo. Os dados mostraram que
houve correlacdo significante entre o aumento do HIF-1la e o estrutura cardiaca
analisada por ecocardiograma e post mortem. Em situacdo de hipertrofia cardiaca, o
desbalanco entre a demanda e a oferta de oxigénio, acarreta déficit dessa molécula e
aumento na expressdo do HIF-1at1),

Embora os achados significativos da associagao canénica ndo indiquem relacao
de causa e efeito, h& evidéncia na literatura que o HIF-1a participa do processo de
hipertrofia cardiaca patoldgica; Chu et al., 20122 mostraram em cultura neonatal de
midcitos de ratos Wistar, com 1 a 2 dias de idade, que o HIF-1a tem papel importante
no desenvolvimento de hipertrofia cardiaca em resposta ao estresse gerado pela
hipoxia, ativando a via calcio/calcineurina. Além do HIF-1la estar associado com
resposta hipertrofica do miécito, que é o principal responsavel pelo aumento da massa
cardiaca, o HIF-1la media a transcricdo de genes envolvidos no processo de
angiogénese®18 e da regulacdo da matriz extracelular®?.

Os resultados também indicaram associagdo entre a expresséo do HIF-1a e as
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variaveis que analisaram a funcéo diastdlica; a correlacdo mostrou valor positivo para
onda E, E/A e negativa para onda A e TDE. H& evidéncias na literatura que mostram
qgue o HIF-1a pode estar envolvido na génese da disfuncao diastolica do ventriculo
esquerdo hipertrofiado; entre os possiveis mecanismos envolvidos na deterioracdo do
desempenho diastélico encontram-se a diminuicdo na expressdo e atividade da
bomba de célcio (Ca?*) do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a) e aumento da matriz
extracelular, fibrose(®:119.120),

Estudos mostraram que o HIF-1a participa da génese da disfuncéo diastélica;
Ronkainen et al.*2Y) evidenciaram em midcitos embrionarios de ratos submetido a
situacdo de hipdxia diminuicdo da recaptacdo do Ca?* pela SERCA2a; os autores
sugeriram que o aumento do HIF-1a provocou a supressdo da expressdo da
SERCA?2a. Bekeredjian et al, 201003 verificaram em coracdes de camundongos com
mutacdo na expressdo do HIF-1a, um decréscimo de 92% na expressdao da
SERCAZ2a. Essas pesquisas mostraram o envolvimento do HIF-1a na disfungdo
diastdlica por acarretar supressao/diminuicdo da génese da SERCAZ2a.

Outro mecanismo em que o HIF-1a contribui para a disfuncéo diastélica esta
relacionado com alteracdo na matriz extracelular. Ruthenborg et al.(1?? relataram que
o HIF-1a participa do processo de fibrose ativando a proliferacdo e migracdo dos
fibroblastos e diferenciacdo dos miofibroblastos. Dados nédo publicados, relacionados
a este trabalho, evidenciaram que animais com EAo01s € EAoic mostraram importante
fibrose, com aumento de colageno | e V miocardico. Neste sentido, os resultados deste
estudo permitem direcionar que o aumento do HIF-1a pode estar envolvido na
disfuncéo diastélica por diminuicdo na expressao da SERCAZ2a e elevagédo da matriz

extracelular.
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5.1.4 Metabolismo da glicose

No processo de contracdo e relaxamento no coragao adulto normal, cerca de 60-
70% da energia € obtida da beta oxidacdo de &acidos graxos e 30-40% da via
glicolitica(15-19,123), em razdo da maior producdo de energia pelos lipideos. Na
situacdo de remodelacéo cardiaca patoldgica ocorre reprogramacéo metabdlica, com
reducdo da utilizacdo dos lipideos e aumento da glicose®+124, Entretanto, ha caréncia
de informacdes a respeito do momento em que inicia e se intensifica a reprogramacéao
metabdlica da glicose durante o processo de evolucédo da estenose aortica, e se essa
mudanca estd associada com déficit de oxigénio e disfuncédo sistdlica e/ou
diastolica*6:17),

Em condi¢cdes normais, a captacao de glicose cardiaca depende do gradiente de
concentracdo transmembrana da glicose, do numero, atividade e distribuicdo
subcelular dos transportadores de glicose (GLUTs)®%. Os mecanismos moleculares
envolvidos na translocacdo do GLUT4 inclui, entre outros, a via dependente de
insulina®), A insulina é o principal horménio envolvido na regulagcdo do metabolismo
da glicose, mediando a translocacéo da vesicula contendo GLUT4 para a membrana.
A insulina se liga ao receptor de insulina (IR), que se autofosforila; esse fendbmeno
acarreta a fosforilacdo do substrato do receptor de insulina (IRS), ativando o
fosfoinositol-3-quinase (PI3K), que catalisa a formacédo de 3,4,5 trifosfato inositol
[P1(3,4,5)P3]. Essa molécula, estimulando a quinase dependente de fosfoinositol
(PDK), ativa a proteina quinase B (PKB/AKT) que fosforila e inativa o substrato 160
da AKT (AS160); o AS160 inibe a funcdo de uma pequena proteina, ligada a
guanosina trifosfato da subfamilia, denominada Ras (Rab-GTP). A inibicao favorece a
translocacao da vesicula contendo GLUT4 para a membrana plasmatica, onde sofre

processo de fusao.
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Além da insulina, a translocacdo do GLUT4 pode também sofrer influéncia da
proteina quinase ativada pela adenosina monofosfato (AMPK) que é regulada por
isquemia, contracdo e exercicio fisico®). Outro importante transportador da glicose
miocardica, principalmente em condi¢des basais, € o GLUT1, localizado na membrana
plasmatica e independente de insulina®*8% (Figura 4).

A partir do momento em que € captada pelo miocérdio, a glicose sofre
fosforilacdo pela enzima hexoquinase (HK), formando a glicose 6-fosfato (G-6P); este
substrato, utilizado principalmente na via glicolitica, também esté envolvido na sintese
de glicogénio, ribose, vias da pentose fosfato e aldose redutase-poliol®¥. O produto
final da via glicolitica, o piruvato, pode seguir diferentes caminhos, dependendo da
disponibilidade de oxigénio celular. Na via aerdbica, o piruvato, na mitocondria, é
convertido em Acetil Coenzima A (Acetil CoA) pela agéo da piruvato desidrogenase
(PDH) e, posteriormente, o Acetil CoA reage com oxaloacetato pela citrato sintase
(CS) formando o citrato no ciclo de Krebs. Na via anaerdbica, o piruvato é reduzido
para lactato pela acdo da lactato desidrogenase (LDH)(16,84).

Os resultados desse trabalho mostraram que ocorreu alteracdo do metabolismo
da glicose na 22 semana de EA0, visualizada pelo aumento da expressédo do GLUT1
e da atividade da HK. Nesta fase inicial, a resposta hipertréfica ventricular esquerda,
em torno 30%, acarreta elevacdo da demanda energética. Afim de manter a
homeostase, o coracao utiliza de recursos que aumenta oferta de energia as custas
de processos que consomem menos ATP. Neste sentido, poupa a via de sinalizagao
de insulina envolvida na translocagdo do GLUT4, dependente de ATP e utiliza o
GLUT1, independente de insulina. O incremento do GLUT1 acarreta elevacao da
captacdo, aumento na concentragao citosolica de glicose e, consequentemente, maior

atividade enzimatica da hexoquinase. Neste trabalho, o aumento da atividade da HK
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nao foi acompanhada da elevacdo da expressao dessa enzima, sugerindo que a
alteracdo na celeridade foi suficiente para compensar o aumento da demanda
energética miocardica. Os mecanismos envolvidos no aumento da expressdo do
GLUT1 ndo estdo totalmente esclarecidos; os possiveis fatores envolvidos sao:
isquemia/hipéxia e estimulos hipertréficos, como agonista alfa-adrenérgico®. O
aumento do sinalizador de hipoxia na fase da EAo02 corrobora para indicativo de
isquemia/hipoxia sugerido pelos investigadores.

Na 62 semana, os dados mostraram que houve acentuacdo na alteracdo do
metabolismo da glicose nos grupos EAos em relagéo aos respectivos Shame. A maior
demanda energética derivada do aumento da hipertrofia ventricular, em torno de 41%,
além de acarretar elevacao do GLUT1, também ativou outros sistemas, como o da via
de sinalizacao da insulina, com a finalidade de incrementar a captacao e utilizacao da
glicose. Nesse sentido, houve aumento dos niveis séricos de insulina, fosforilagdo do
IR, relacdo plIR/IRtotal, GLUT4 e das enzimas envolvidas na glicélise como, atividade
da HK e expressédo da HKIl e PFK2. A hiperinsulinemia e o aumento da fosforilacdo
do IR ndo foi acompanhada de alteracdo na expressdo do PI3K, considerado o
mediador mais importante da captagdo da glicose na via da insulina(®?. Além desta
via, outros fatores podem participar da translocacdo do GLUT4 como a isquemia,
contracao e exercicio fisico; essas vias sdo independentes do PI3K, mas utilizam do
AMPK para translocar o GLUT4 para a membrana®. Entretanto, na 62 semana, ndo
houve alteracdo na expresséo e na atividade do AMPK, o que sugere gque essa via
poderia ndo estar participando do aumento da expressao do GLUT4. Portanto, em
razao desses resultados, sugerimos que estudos posteriores sdo necessarios para
verificar o(s) possivel(eis) mecanismo(s) envolvido(s) no aumento do GLUT4 na

condi¢cao de EAO0s.
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A elevacao das proteinas envolvidas no processo de captagdo de glicose foi
acompanhada pelo aumento de duas enzimas da via glicolitica: HK, que fosforila a
glicose (G-6P) e a PFK2 que ativa a PFK1, via formacé&o de frutose-2-6-bifosfato (F2,6-
BP). A atividade da hexoquinase é regulada pela concentracdo de G-6P, ATP,
adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e fosfato (P)®8). Enquanto
0 aumento da G-6P e do ATP inibe, a elevacédo da ADP, AMP e P estimula a atividade
da HK®8), Além do incremento da atividade, houve também aumento na quantidade
da HKII, possivelmente, em razdo da maior demanda metabolica necesséria para o
miocardio hipertrofiado e com importante disfuncdo diastolica; a expressao da HKII é
regulada pela insulina e HIF-1a(1?612) O aumento da expressdo da PFK2 pode
também estar relacionada com a situacdo de hipdxia; a elevacdo do HIF1-q,
constatada na EAos, induz ativacdo génica da PFK(®28) na tentativa de manter a
homeostase energética?9). A atividade e a expressédo da PFK2 também podem estar
sujeitas a regulacdo hormonal; insulina eleva os niveis de PFK2, que via F2,6BP,
aumenta atividade do PFK1 e consequentemente a via glicolitica(128.130.131),

Resultado interessante foi o comportamento da citrato sintase no ciclo de Krebs;
a reducao significativa dessa enzima no coracao hipertrofiado permite inferir que no
EAoes houve desvio do metabolismo da via aerobica para anaerébica, comprovado
pelo aumento da atividade da LDH e da concentracdo de lactato. Uma possivel
explicacdo para o aumento da atividade da LDH e da concentracao de lactato poderia
ser proveniente da redugcdo da oxidacdo do piruvato, visualizada pela queda da
atividade SC; a diminuicdo da oxidacdo do piruvato aumenta atividade e a expressao
da LDH e, consequentemente, eleva a concentracdo de lactato®. O lactato via ciclo
de Cori pode se transformar em glicose que é utilizada no coragao, via glicolitica, com

a finalidade de aumentar a disponibilidade energética®?. Na 182 semana, as
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alteracdes na via da insulina foram anélogas as observadas em relacdo aos grupos
EAo0s versus Shams; entretanto, houve reducdo da expressdo da pAPMK e da
pAMK/AMPKtotal, sem alteracdo da AMPKtotal. Os dados referentes a AMPK
divergem da literatura, desde que investigadores que analisaram essa enzima
verificaram aumento desta proteina em processos isquémicos e hipertroficos©4133),
Trabalho recente em nosso laboratério, utilizando ratos com EAo01s e caracteristicas
morfo-funcionais cardiacas semelhantes ao desta investigacdo, ndo encontrou
diferenca na fosforilacdo e expressdo da AMPK em relagdo ao controle(34).

A AMPK é considerada "medidora master de energia" da célula, e ativa em
resposta a inimeros fatores, como o aumento da relacdo AMP/ATP(©4133.135 A queda
da fosforilagdo da AMPK, neste trabalho, sugere que embora a relacgdo AMP/ATP
possa estar aumentada em situacdo de hipertrofia acentuada, pode haver
anormalidade nas quinases responsaveis pela fosforilacdo do AMPK [proteina
qguinase dependente de célcio-calmodulina quinase (CAMKK) e quinase de figado B1
(LKB1)].

Na 182 semana de EAo ocorreu incremento da via glicolitica visualizada pelo
aumento na atividade da HK e PK e na expressao da HKIl e PFK2; os mecanismos
responsaveis por essas mudancas foram descritos acima, no momento EA0s.

A andlise da PDH, SC, LDH e do lactato mostrou que houve acentuacdo do
desvio para a via anaerObica em detrimento da aerbbica; ocorreu reducdo da
expressdo da PDH e aumento da expressdo da LDH, situacdo nao visualizada no
grupo EAos versus Shams. A reducdo da expressao da PDH, neste trabalho sugere
que esse fenbmeno possa estar envolvido na diminuicdo da CS miocardica e
consequentemente da oxidacdo da glicose. Entretanto, no EAos em que houve

reducdo da CS, ndo ocorreu da queda da expressao da PDH; esse comportamento
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mostra que a diminuicdo da CS ndo é exclusivamente dependente da alteracdo da
PDH. A reducéo da oxidacédo do piruvato, visualizada pela reducdo da CS, poderia
elevar a atividade e a expressdo da LDH e, consequentemente, aumento da
concentracéo de lactato. O comportamento dessas variaveis que indicam acentuacao
do desvio para via anaerobica, sugerem déficit de oxigénio, sinalizado nesse trabalho
pelo incremento do HIF-1a, em razdo do grau de hipertrofia ventricular esquerda, em
torno de 48%.

Na fase de insuficiéncia cardiaca grave, o grupo EAoic apresentou alteracdes
em todas as proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da insulina, na glicolise e
desvio para via anaerébica, em relagdo ao controle. Neste momento, foi constatada
queda importante do nivel de insulina sérica; dado marcante, € que esta reducao nao
foi acompanhada de queda da expressao e da fosforilacdo do receptor de insulina,
gue se mostraram elevados. Esses resultados, associado a elevacao da expresséo
do PI3K, importante enzima na sinalizacdo da via da insulina, sugerem tentativa de
elevar a regulacdo das proteinas envolvidas na translocacdo do GLUT4, com a
finalidade de aumentar a captacdo de glicose, mesmo na condi¢cdo de reducdo da
insulina.

O organismo busca constantemente a homeostase, na tentativa de manter o
nivel ideal de glicose miocardica, em condicbes de repouso ou de estresse. Em
situacao de hiperinsulinemia, a manutencédo adequada de glicose intracelular pode ser
ajustada por adaptacéo nas proteinas envolvida na captacao, por exemplo, diminui¢cao
da atividade e expressdo destas proteinas. Na situacdo de hipoinsulinemia, como
nesta investigacdo, ha uma tentativa de manter a homeostase da glicose miocéardica
as custas do aumento da expressdo e/ou da atividade das proteinas da via de

sinalizacdo de insulina®®).
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Os mecanismos envolvidos na situacdo de hipoinsulinemia acompanhada da
elevacao das proteinas da via de sinalizacao da insulina precisam ser esclarecidos. A
reducdo da insulina sérica sugere que o0 pancreas pode estar com a funcao
comprometida. Além das alteragdes na via de insulina, o aumento do GLUT1 no EAoic
indica que o coracdo esta utilizando diferentes recursos para elevar a producédo de
energia, que encontra-se reduzida na fase de insuficiéncia cardiaca grave®488), Um
resultado intrigante foi a redugdo da atividade da AMPK no grupo EAoic. Este
resultado diverge da literatura, em que na maioria dos trabalhos a fosforilacdo da
AMPK esta aumentada, no sentido de tentar manter a homeostase energética(®®. A
possivel explicacdo para diminuicdo da pAMPK e pAMPK/AMPKtotal foi explanada
anteriormente no grupo EAO01s.

As proteinas envolvidas na glicélise (HK, HKII, PFK2, PK), na via aerébica (PDH
e SC) e na via anaerdbica (LDH e lactato) mostraram comportamento semelhante ao
grupo EAoi1s versus Shamais, isto €, aumentadas na glicélise e via anaerdbica e
reduzidas na aerébica. As explicacdes para essas alteracfes foram descritas acima
quando abordados os grupos EAo0s e 18 comparados com Shams e Shamas.

Nesse trabalho, a analise do metabolismo da glicose, durante o processo de
evolucdo da remodelacdo, mostrou alteracdo significativa ao longo do tempo, que
acentuou-se na fase de insuficiéncia cardiaca grave. Os dados revelaram que a
reprogramacao energética ocorreu precocemente, no momento EAo2, intensificando-
se nas fases EAO0s,18 € ic, observado pelo aumento das proteinas envolvidas na
captacdo da glicose e glicolise. O desvio da via aerdbica para anaerdbica ocorreu a
partir do momento EA0s.

As alteragbes no metabolismo da glicose no coracdo remodelado podem ser

consequentes ao déficit de oxigénio tecidual(??:809:136)  visualizado precocemente pelo
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aumento do HIF-1a. O incremento da massa cardiaca acarreta desequilibrio entre a
oferta e demanda de oxigénio; a desarmonia entre a capacidade proliferativa da rede
capilar e o grau de hipertrofia do miocardio®14119) |imita a oferta de oxigénio, levando
ao déficit energético®3”). Com a finalidade de compensar a reducéo da disponibilidade
energética, o coracgdo utiliza a via glicolitica em detrimento dos acidos graxos, o que
acarreta diminuicdo da capacidade de produzir o ATP, que pode causar disfuncéo
cardiaca®3®. A reducio na oferta de energia acarreta fibrose, dilatacéo e deterioracéo
contratil®3”), em razdo do coracdo ser um 6rgdo que necessita de alta disponibilidade

energética(39),

5.1.5 Associacao entre o HIF-1a e metabolismo da glicose

Uma das finalidades desta pesquisa foi analisar a associacao canbnica entre o
conjunto formado pelo HIF-1a e as variaveis do metabolismo da glicose durante o
processo de evolucdo da remodelacdo. Os resultados mostraram correlacao
significativa do HIF-1a com os conjuntos das variaveis que analisaram a captacdo de
glicose, glicolise e via anaerdbica.

Embora, como referido, a associacdo candnica nao indique relacdo de causa e
efeito, ha evidéncias na literatura que o HIF-1a participa da captacdo de glicose,
glicdlise e via anaerdbica®368106) No processo de captacdo, o maior grau de
correlacdo cruzada do HIF-1a foi com o GLUT4 (-0,50); isto é, quanto mais alto o valor
0 HIF-1a, menor o de GLUT4. Os dados da literatura s&o controversos a respeito da
participacdo do HIF-1a como fator transcricional do GLUT4(6:69.71-73); de acordo com
nossos resultados, podemos sugerir que o HIF-1a ndo participa da transcricdo do
GLUT4. Nao encontramos na literatura explicacdo biolégica para a alta associacéo

positiva entre o HIF-1a e o pAMPK (0,42).
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A correlacdo do HIF-1a com o conjunto da via glicolitica foi significativa. O maior
grau de correlacdo do HIF-1a foi com expressao da PFK2 (0,51). Esse resultado esta
compativel com a explicacdo biologica, desde que o HIF-1a é fator transcricional para
o PFK2 e das inimeras proteinas envolvidas na via glicolitica, inclusive para a HKII?3).
Embora a correlacdo candnica foi significativa entre o HIF-1a com atividade da HK
(0,41) ndo encontramos explicacdes para esse fendmeno.

HIF-1a tem relacdo candnica significativa com o conjunto da via anaerobica; este
fato encontra suporte biolégico, em razéo do HIF-1a participar da transcricdo da LDH
e ndo estar envolvido na expressao da piruvato desidrogenase®®. A interpretacido da
analise candnica nos leva a inferir que, na situacao de hipoxia, o HIF-1a favorece a
formacdao de lactato via LDH, em detrimento da formacéo do citrato no ciclo de Krebs.
E importante ressaltar que o lactato produzido pela glicélise pode pelo ciclo de Cori se

transformar em glicose e ser utilizado pelo coragéo32).
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6-CONCLUSAO

As hipoteses deste trabalho foram confirmadas:

v"h& aumento do HIF-1a e reprogramacao do metabolismo da glicose na fase inicial

de hipertrofia e disfuncéo diastdlica cardiaca (EA02);

v"durante o processo de evolucao da RC ocorre elevacao do HIF-1a, das proteinas

envolvidas na captacao de glicose e via glicolitica com desvio para via anaeroébia.

v' hé& associacdo entre o conjunto do HIF-1a com o agrupamento das variaveis
relacionadas com o metabolismo da glicose, da estrutura e funcdo diastélica

cardiaca.

Este trabalho induz a novas perguntas relacionadas ao metabolismo da glicose,
por exemplo: a) como a reducéo da insulina foi acompanhada de aumento da sua via
de sinalizacdo no EAoic? b) o que levou a redugcéao da pAMPK e pAMPK/AMPKtotal a
partir da EA018? Estas e outras perguntas, cuja as respostas ndo estao disponiveis na
literatura, somente poderéo ser obtidas com a realizacdo de pesquisas posteriores no

campo do metabolismo energético e da remodelagéo cardiaca.
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