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RESUMO

Evidéncias recentes sugerem que a restricdo caldrica intensa (RCI) (>40%) exerce
efeitos benéficos sobre o coracdo de ratos. No entanto, a maioria destes estudos
avaliaram os efeitos da RCI em coracfes de ratos que iniciaram esta restricdo ja na
idade adulta. Neste trabalho, investigamos as conseqliéncias de uma restri¢do caldrica
de 50% desde o nascimento sobre a fungdo e morfologia cardiaca de ratos adultos e
avaliamos os possiveis mecanismos envolvidos nestas adaptac6es. Desde o0 nascimento
até a idade de 90 dias ratos RC50 tiveram sua alimentacéo restrita a 50% do consumo
do grupo ad libitum (AL). Durante o periodo de 90 dias 0s animais tiveram sua ingestdo
alimentar, peso corporal e pressao arterial monitorados. Apos este periodo, foi realizado
um teste de capacidade aerébica méxima para avaliar indiretamente a funcédo
cardiovascular global. Quarenta e oito horas ap0s este teste os animais foram
eutanasiados, 0 sangue foi coletado para analise do hematdcrito, bioquimica sérica e
estresse oxidativo e o musculo soleo retirado para analise do estresse oxidativo. A tibia
foi retirada para afericdo do comprimento e figado, bago, supra-renais, testiculos e
gordura viceral removidos para afericdo do peso. O coracao foi retirado e o indice de
desenvolvimento de tensdo maxima (+dT/dt) e minima (-dT/dt) do miocardio foram
analisados pela preparacgdo de coragdo isolado. Também foi realizada analise do estresse
oxidativo cardiaco e o didmetro, nimero e densidade de cardiomidcitos, assim como 0s
niveis de fibrose cardiaca foram obtidos através da andlise histoldgica. Midcitos
ventriculares foram isolados para avaliacdo do transiente de Ca** em microscopia
confocal e os niveis de fosforilacdo da Akt e expressdao da SERCA2 foram avaliados
pela técnica de Western blot. Comparado ao grupo AL, os animais RC50 apresentaram
menor peso corporal e de 6rgdos, menor comprimento da tibia, menor glicemia, maior

colesterol HDL, menor pressdo arterial, menor estresse oxidativo cardiaco, maior



desempenho aerobio e da funcéo cardiaca, como mostrado pelo aumento +dT/dt. Apesar
do menor didmetro dos cardiomidcitos, ratos RC50 apresentaram aumento na relacao
coragdo/peso corporal, aumento do ndmero e densidade dos cardiomidcitos, e niveis
semelhantes de fibrose cardiaca em comparacdo aos animais AL. Os niveis de
fosforilacdo da Akt foram superiores nos cardiomidcitos dos animais RC50 e ndo houve
diferencas significativas no transiente de Ca** e na expressdo de SERCA2 entre os
cardiomidcitos dos animais RC50 e AL. Em conjunto, estas observacBes revelaram
efeitos positivos de uma RCI de 50% desde o nascimento sobre a fungéo, estrutura

cardiaca e vias de sinalizacdo da sobrevivéncia de cardiomiocitos em ratos adultos.



ABSTRACT

There has been growing evidence suggesting that a severe caloric restriction (SCR)
(above 40%) leads to beneficial effects on heart rats. However, most of the reports are
focused on the effects of SCR on hearts of rats which started this restriction at
adulthood. In this work, we investigated the consequences of a 50% caloric restriction
since birth on cardiac morphology and function in adult rats and evaluated the possible
mechanisms involved in these adaptations. From birth up to the age of 90 days CR50
rats were fed restricted at 50% of the Ad Libitum group (AL). During the period of 90
days the animals had their food intake, body weight and blood pressure monitored.
After this period, a maximal aerobic test was performed in order to indirectly evaluate
the global cardiovascular function. Forty-eight hours after this test the animals were
euthanized the blood collected for analysis of hematocrit, serum biochemistry and
oxidative stress and soleus muscle collected for oxidative stress analysis. The tibia was
removed for measurement of length and liver, spleen, adrenals, testes and visceral fat
were removed for measurement of weight. The heart was removed and the index of
velocity of myocardial contraction (+dT/dt) and relaxation (-dT/dt) was analyzed by
isolated heart preparation. We also carried out analysis of cardiac oxidative stress and
cardiomyocyte diameter, number, density and myocardium collagen content were
obtained through histological analysis. Ventricular myocytes were isolated by standard
methods in order to evaluate phosphorylated AKT levels and the expression of
SERCAZ2a was assessed by Western blot. Compared to AL, CR50 animals had lower
body and organs weight, lower tibia length, lower blood glucose, higher HDL
cholesterol, lower blood pressure, lower oxidative stress in the heart and blood,
increased aerobic performance and cardiac function, as shown by increased + dT/dt.

Despite the smaller cardiomyocyte diameter, CR50 rats presented increased heart/body



weight ratio, increased cardiomyocyte density and number, and similar levels of
myocardium collagen content compared to AL rats. AKT was hyperphosphorylated in
cardiomyocytes from CR50 rats and no significant differences in Ca’* transient and
SERCA2 levels were found between cardiomyocytes of CR50 and AL rats.
Collectively, these observations revealed beneficial effects of a 50% caloric restriction
from birth on cadiac function, structure and signaling pathways for survival of adult rat

cardimyocytes.
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1. INTRODUCAO

A restricdo calorica moderada (RCM) (20-40%) é conhecida como uma das mais
importantes estratégias ndo farmacoldgicas na prevencdo e tratamento de doencas
cardiovasculares (Dolinsky & Dyck, 2011; Han & Ren, 2010; Marzetti et al., 2009; Sohal
& Wendruch, 1996; Wendruch et al., 1992). Especificamente sobre o coragdo, a RCM esta
envolvida com a preservacdo da funcéo contratil (Han et al., 2012), melhor recuperacéo da
funcdo cardiaca durante a reperfusdo apds a inducao de isquemia (Yamagishi et al., 2010;
Sung et al., 2011; Peart et al., 2012), reducdo do dano oxidativo tecidual (Sohal et al.,
1994), aumento da sensibilidade a insulina (Long et al., 2002), atenuacdo do processo
inflamatorio (Kalani et al., 2005), reducdo dos processos de apoptose e ativacdo da
autofagia (Han et al., 2012; Phillips & Leeuwenburg, 2005).

Ja os efeitos de uma restri¢do caldrica intensa (RCI) (> 40%) sobre o coracdo sao
pouco conhecidos e, além disso, os resultados sdo controversos. Alguns trabalhos
mostram que uma RCI exerce efeitos negativos (Okoshi et al., 2001; Sugizaki et al., 2005;
Sugizaki et al., 2009; Tomasi et al., 2009) e outros efeitos positivos (Mcknigth et al.,
1999; Broderick et al., 2002, Peron et al., 2005, Yamagishi et al., 2010; Han & Ren,
2010) sobre o coracdo. A principal explicacdo para esta divergéncia de resultados parece
estar relacionada aos diferentes desenhos experimentais, mais especificamente, pela
utilizacdo de diferentes durac@es e intensidades de RCI, além da idade em que 0s animais
iniciam a RCI. Em relacdo a este Gltimo ponto todos os trabalhos supracitados iniciaram o
protocolo de RCI com animais ja na fase adulta. Em uma recente revisdo de literatura,
Han & Ren (2010) concluiram que os beneficios da RCM parecem ser proporcionais a sua
intensidade e mais pronunciados quando iniciada imediatamente ap0s o nascimento.
Apesar disso, ainda ndo sdo encontrados estudos na literatura que avaliaram os efeitos de
uma RCI de longo prazo imposta desde o nascimento sobre a funcdo, morfologia cardiaca

e vias de sinalizagdo intracelular em cardiomidcitos de ratos adultos.

Durante o desenvolvimento fetal, o crescimento do miocardio do roedor ocorre
principalmente devido a proliferacdo dos cardiomiécitos. Por outro lado, apds o
nascimento ocorre uma baixa proliferacdo de cardiomidcitos e o crescimento do coragédo
ocorre especialmente pela hipertrofia dos cardiomiocitos. J& no inicio da idade adulta os

cardiomidcitos hipertrofiados dos roedores podem sofrer apoptose permitindo um
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aumento da deposicdo de matriz extracelular no miocérdio conduzindo a um padréo pro-
fibrotico que pode contribuir para o surgimento da disfuncdo cardiaca em fases mais
tardias da vida (Rudolph, 2000; Molkentin & Dorn, 2001). Neste contexto, uma RCI
imposta desde o nascimento até a idade adulta, poderia levar a uma menor hipertrofia dos
cardiomidcitos, favorecendo uma reducdo da taxa de apoptose e, consequentemente,
promovendo um maior numero de células na vida adulta, o que estaria associado com uma

melhora global da fung&o cardiaca.

Neste trabalho avaliamos as consequéncias de uma RCI de 50% imposta desde o
nascimento sobre a funcdo e morfologia cardiaca de ratos Wistar adultos de 90 dias. Para
compreender os possiveis mecanismos envolvidos nestas adaptacfes avaliamos também o
desempenho aérobio maximo, pressdo arterial, pardmetros bioquimicos séricos,
hematocrito e estresse oxidativo tecidual. No plano celular, investigamos as vias de
sinalizacdo intracelulares envolvidas com a contratilidade e sobrevivéncia de
cardiomidcitos, mais especificamente, as vias de sinalizacdo do transiente de Ca®* e o0s

nivies de fosforilagdo da AKT, respectivamente.



12

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Breve historico sobre a restricédo caldrica

A restricdo calorica (RC) é definida como uma reducdo na ingestao calorica abaixo
dos valores consumidos habitualmente, fornecendo todos o0s mineirais e vitaminas
essenciais a vida sem gerar desnutricdo, restringindo de forma proporcional todos 0s
componentes energéticos da dieta (carboidratos, proteinas e lipideos) (Han & Hen, 2010;
Weiss & Fontana, 2011; Sung & Dyck, 2011). Os efeitos da RC sobre a salde tém sido
investigados a aproximadamente 100 anos. Inicialmente, os estudos de Osborne et al.,
(1917) mostraram pela primeira vez que uma RC promovia efeitos positivos sobre a
longevidade e desempenho reprodutivo de ratos. No entanto, este trabalho obteve pouco
impacto no meio cientifico por apresentar alguns erros metodolégicos que foram bastante
questionados. Um pouco mais tarde, em 1935, McCay et al., (1935) publicaram o estudo
considerado como pioneiro para os modelos experimentais de RC. Neste estudo foi
observado que ratos submetidos a RC de 30% apds a puberdade, além de apresentarem
um aumento na longevidade em aproximadamente 40%, tiveram atenuacdo na severidade
de doencas crbnicas. Esta descoberta inédita despertou o interesse dos pesquisadores pelos
efeitos da RC e também levou ao surgimento de alguns questionamentos, por exemplo, se
os efeitos da RC ocorreriam pela reducdo de algum nutriente especifico ou pela reducgédo
global do fornecimento de energia. Ao longo de quase um século de investigacdes as
evidéncias apontam fortemente para a hipdtese da reducdo da oferta de energia em
detrimento da reducdo de um nutriente especifico, embora alguns estudos comprovem que
a reducdo de determinados componentes, como a proteina possa também exercer efeitos
positivos sobre a longevidade (Yu et al., 1985; Masoro, 2005). Os estudos de Yu et al.,
(1985), por exemplo, mostraram que ratos submetidos a uma redugéo de 40% na ingestéo
de proteinas tiveram aumento da longevidade, mas quando comparado ao grupo
submetido a RC global de 40% esse efeito foi bem menor. Apesar da importancia destes
estudos, foi a partir da década de 70 que os efeitos da RC foram mais intensamente
investigados confirmando os impactos positivos da RC sobre a longevidade, prevencéo e
tratamento de doencas cronicas (Maeda et al., 1985 ;Roe et al., 1995; Weiss & Fontana,
2011; Sung & Dyck 2011). A seguir destacamos alguns estudos que confirmam estes

efeitos.
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2.2 Beneficios gerais da restricao calorica

O estudo dos efeitos da RC sobre a longevidade ¢ um dos principais focos de
discussdo atualmente e a maioria dos estudos mostra uma relacdo inversa entre a reducéo
da ingestdo calorica e o aumento da longevidade (Yu et al., 1982; Weindruch, 1996;
Merry, 2002; Merry, 2005; Han & Ren, 2010). O estudo de Yu et al., (1982), foi o
primeiro a observar esta relacdo. Neste estudo foi observado que ratos adultos submetidos
a reducdo de 30% e 50% na ingestdo de calorias tiveram um aumento proporcional de
aproximadamente 30% e 50% na longevidade, respectivamente. Recentemente o trabalho
de Speakman & Mitchell, (2011) sugere que o efeito maximo sobre a longevidade esta na

faixa de 40-45% de RC, sendo que RC muito severas podem ter efeitos negativos.

Alguns estudos sugerem que quanto mais cedo se inicia a RC maior o seu efeito
sobre a longevidade (Weindruch & Walford, 1982; Pugh et al., 1999; Mattson, 2005),
indicando que a idade em que os animais iniciam o protoloco também influencia nos seus
efeitos. No estudo de Mattson (2005), por exemplo, foi observado que ratos submetidos a
uma reducdo de 30 e 60% na ingestdo de calorias no inicio da vida (logo apds o desmame)
tiveram um aumento proporcional de aproximadamente 30 e 60% na longevidade,
respectivamente. Neste mesmo estudo um grupo de ratos iniciou uma RC de 44% aos 12
meses de idade e, apesar da longevidade também ser prolongada, esta foi de apenas 10-
20%. Ja foi demonstrado também que se a RC for imposta tardiamente esta pode ter
efeitos prejudiciais (Foster et al., 2003). No estudo de Foster et al., (2003), camundongos
de 2 anos de idade submetidos a RC de 40% apresentaram redugdo da longevidade.
Portanto, podemos constatar que os beneficios da RC sobre a longevidade sao
dependentes da intensidade e da fase de vida em que é iniciada. Os mecanismos
envolvidos com o aumento da longevidade ainda ndo sdo bem compreendidos e acredita-
se que seja multifatorial, possivelmente resultado de diferentes alteracbes fisioldgicas
promovidas pela RC, gerando adaptacOes positivas no organismo que melhoram e/ou

mantém o funcionamento dos diversos 6rgéos e sistemas.

Além da longevidade, outros estudos investigaram os efeitos da RC sobre a

prevencdo e tratamento de doengas cronicas degenerativas como o0 céncer, obesidade,
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diabetes tipo 2, doencas neuro-degenerativas e cardiovasculares e observaram efeitos
positivos da RC (Qin et al., 2006; Marzetti et al., 2009; Dolinsky et al., 2011; Han & Ren,
2010; Long & Fontana, 2010).

As diferentes alteracdes fisiologicas em modelos experimentais de RC podem estar
envolvidas com seus beneficios a salde. Dentre estas alteracbes podemos destacar: a
reducdo da temperatura corporal e taxa metabolica basal; reducéo do estresse oxidativo;
reducdo do tecido adiposo e melhora do perfil lipidico; aumento na sensibilidade a
insulina e melhora na tolerancia a glicose além de reducéo da pressao arterial. Na Tabela

1 estdo listados alguns trabalhos que encontraram estes efeitos.

A reducdo da taxa metabolica basal e a menor producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) decorrente da RC vém sendo apontada como um dos principais
mecanismos envolvidos com a prevencdo/tratamento de doencas cronicas e aumento da
longevidade (Duff et al.,, 1990; Sohal & Wendruch, 1996; Bevilacqua et al., 2004;
Bevilacqua et al., 2005). Nos estudos de Bevilacqua et al., (2004), por exemplo, ratos de 6
meses de idade foram submetidos a RC de 40% por 6 meses e apresentaram alteracdes
metabdlicas, especialmente a nivel mitocondrial, com reducdo do consumo de oxigénio
(VO, mitocondrial) e menor producdo de ERO, mostrando uma maior eficiéncia na
atividade das mitocondrias. Alguns estudos tém mostrado que a RC diminui a producéo de
ERO, e ainda aumenta as defesas antioxidantes, minimizando assim os danos oxidativos
(Sohal et al., 1994; Sohal & Wendruch, 1996; Kowaltowski, 2011; Corbj et al., 2012). No
estudo de Sohal et al., (1994), foi observado que ratos submetidos a RC de 40%
apresentaram aumento da longevidade de 43%, o que foi associado com uma reducdo na
producdo de anion superoxido (O,"), peréxido de hidrogénio (H,O,) e proteina
carbonilada no cérebro, coracdo e rim. Recentemente, Stankovic et al., (2013) mostraram
um aumento na atividade da superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX)

no figado e plasma de ratos submetidos a RC de 30-40%.



Tabela 1. Alteraces fisioldgicas positivas em modelos experimentais de RC.

Variaveis Modelo animal Idade  IntensidadedaRC DuragdodaRC  Referéncia
Redugdo dataxa | Ratos Fischer 344 4meses 40% 18 meses Duffy etal, 1990
metabolicae da | - patos Fischer 34 6 meses 40% Je6meses  Bevilacqua etal. 2004

s AlE Ratos Fischer 344 b meses 40% 12e18meses  Bevilacqua etal. 2005
corporal Camundongo C578L/6 2meses 40% 14e16meses  Fergusonetal, 2007

Ratos Wistar 2meses 30% 11 dias Yamagishi etal. 2010

Redugdo do tecido | RatosSprague-Dawley ~ 2.5meses 40% 5 meses Bagga etal, 1995
adiposo emelhora | patos Sprague-Dawley 6 24meses 40% b meses Niemann etal,, 2010
do perfil lpidico Ratos SHR dmeses 40% 5semanas Dolinsky etal, 2010
Ratos Sprague-Dawley 4meses 45% 14 meses Barzilaietal, 1998

Redugdo nos niveis |  Ratos Wistar 8e 24meses 20% I meses Escriva etal,, 2007
de glicose e melhora| Ratos Fischer 344 7e 22 meses 30% 3Imeses Park etal,, 2006
da sensibilidade a Camundongos C57BL/6 30 meses 30% 5semanas Ripp etal,, 2009
insulina Ratos Fischer 344 4meses 40% 2dias Carrieetal, 2003

Ratos Sprague-Dawley 6 12 meses 40% b meses Nieman etal, 2010

Reduco da pressio Ratos Sprague-Dawley ~ 2.5meses 40% 3 meses Mager etal., 2006
arterial e melhora | Ratos Sprague-Dawley  3.5meses 40% 4semanas Overton etal, 1997
da fungéo vascular | Ratos SHR 4meses 40% 5semanas Dolinsky etal, 2010
Ratos SHR 3.5meses 40% 7semanas Casto etal, 1996

15

A reducéo do peso e mudancas na composi¢do corporal sdo muito evidentes nos

modelos animais de RC e estas alteragGes ocorrem principalmente pela reducdo do tecido
adiposo (Bagga et al., 1995; Barzilai et al., 1998; Speakman & Mitchell, 2011). No estudo
de Bagga et al., (1995) foi observado que ratos adultos submetidos a RC de 40% por 5
semanas apresentaram peso corporal 37% menor quando comparado ao controle ad
libitum. Ja em relacdo ao tecido adiposo o efeito é bem mais significativo, sendo

observada uma reducdo de 89% da gordura abdominal. Adicionalmente, a reducdo do
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conteddo de tecido adiposo também é acompanhado de uma melhora no perfil lipidico
sérico, com reducdo dos niveis circulantes de triglicerideos, acidos graxos livres e

colesterol (Niemann et al., 2010; Yamagishi et al., 2010).

Outro mecanismo importante envolvido com os efeitos positivos da RC é a
melhora da sensibilidade insulinica e tolerancia a glicose (Carrie et al., 2003; Park et al.,
2006; Escriva et al., 2007; Rippe et al., 2009; Speakman & Mitchell, 2011). No estudo de
Carrie et al., (2003), ratos submetidos a RC de 40% apresentaram uma melhora na
sensibilidade a insulina, com reducdo dos niveis circulantes de insulina e aumento na
expressao do receptor de insulina (IRS-1) no musculo esquelético. Adicionalmente, Park
et al., (2006) mostraram em ratos que uma RC de 30% por 90 dias reduziu a area sobre a

curva no teste de tolerancia a glicose.

A RC também esta associada a reducdo da pressao arterial (Overton et al., 1997;
Casto et al., 1997; Mager et al., 2006; Nieman et al., 2010; Dolinsky et al., 2010). O
estudo de Young et al., (1978), mostrou pela primeira vez que a RC exerce um efeito
hipotensor. Neste estudo uma RC de 50% reduziu em 10% a pressdo arterial de ratos
normotensos e espontaneamente hipertensos (SHR). Recentemente, Dolinsky et al.,
(2010) confirmaram estes efeitos em animais SHR submetidos a RC de 40% por 5
semanas por um mecanismo dependente da proteina quinase ativada por adenosina

monofosfato (AMPK) e da 6xido nitrico sintase forma endotelial (eNOS).

Destacamos acima diferentes alteracdes fisioldgicas promovidas pela RC
envolvidas com os beneficios a sadde. A nivel tecidual, o coracdo se destaca como um
importante alvo de estudo dos efeitos da RC. A seguir destacamos 0s principais estudos

que avaliaram os efeitos da RCM especificamente sobre o coracao.

2.3 Efeitos da restricdo calérica moderada sobre o coracao

A maioria das pesquisas com animais que avaliaram os efeitos da RCM sobre o
coracdo encontraram resultados positivos. Nutter et al., (1979) foram os primeiros a
observarem alteracdes positivas da RC sobre o coracdo. Neste estudo os pesquisadores
observaram que ratos adultos (75 dias) que tiveram sua dieta restrita a ingestdo de 10g

didrias por 6 semanas apresentaram reducdo da hipertrofia e aumento da contratilidade
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cardiaca. Estes resultados foram considerados pelos pesquisadores como surpreendentes,
pois ndo esperavam encontrar tais efeitos e ndo conseguiram uma explicacdo para esses
resultados. Em seguida outros pesquisadores se interessaram pelos efeitos da RCM sobre
0 coracdo e confirmaram seus efeitos positivos (Freund & Holroyde, 1986; Kemi et al.,
2000; Han et al., 2012). Uma relacdo de trabalhos que mostram os efeitos positivos da
RCM sobre o coracdo esta apresentada na Tabela 2. Os estudos de Klebanov et al., (1997)
observaram pela técnica de coracdo isolado uma melhora da funcdo cardiaca basal em
ratos adultos (10-13 meses) submetidos a RC de 40% por aproximadamente 8 semanas.
Além da melhora na funcgéo cardiaca basal também foi demonstrado que a RCM protege o
coracdo de insultos, como a isquemia-reperfusdo. Long et al., (2002), mostraram que ratos
de 4 meses de idade submetidos a uma RC de 40% durante 6 semanas apresentaram
melhor recuperagdo da funcdo cardiaca apds a inducdo de isquemia-reperfusdo. Além das
alteracBes funcionais, também foram encontradas alteracdes morfoldgicas positivas do
tecido cardiaco, como a reducdo da hipertrofia cardiaca, fibrose e apoptose de
cardiomiocitos (Peron et al., 2005; Shinmura et al., 2008; Dolinsky et al., 2010; Ahmet et
al., 2011). No estudo de Ahmet et al., (2011) ratos de 24 meses submetidos a RC de 40%
por 3 meses apresentaram menor fibrose cardiaca e cardiomiocitos em maior densidade e
menor diametro comparado ao grupo AL, mostrando que a RC atenua as alteracdes

morfoldgicas observadas no envelhecimento do coracao.

Atualmente séo especulados alguns mecanismos que podem estar envolvidos com
a cardioprotecdo exercida pela RC. Estes mecanismos podem ser divididos em duas
classes, os mecanismos fisiolégicos em um ponto de vista sistémico e 0s mecanismos

moleculares a nivel celular.

Em relacdo aos mecanismos a nivel sistémico podemos destacar a reducdo da
pressdo arterial, alteragdes na modula¢do autonémica com aumento da variabilidade da
frequéncia cardiaca, reducdo na formacéao de placas de arteriosclerose, melhora da funcéo
endotelial, da sensibilidade a insulina e do perfil lipidico (Long & Fontana, 2010; Han &
Ren, 2010; Weiss & Fontana, 2011; Speakman & Mitchell, 2011).
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Tabela 2. Efeitos da RCM sobre o coracdo.

Variaveis Modelo animal Idade Intensida da RC Duragao da RC Referéncia
Ratos Sprague-Dawley 36 dias 35% 13e 26 meses Kemi etal., 2000
Ratos Fischer 344 45 dias 40% 8 meses Klebanov et al., 1997

Melhora e/ou
preservagio da Ratos Fischer 345 2meses 40% 22 e 27 meses Ahmetetal,, 2011
fungdo cardiaca Ratos SHR 4meses 40% 5semanas Dolinsky et al., 2010
basal Ratos Sprague-Dawley 6 24 meses 40% 6 meses Niemann etal, 2010
Camundongos C57BL6 dmeses 40% 5meses Hanetal, 2012
Ratos SHR 2meses 40% 3Imeses Sugizaki etal., 2008
Ratos Fischer 344 12 meses 35% 6 meses Shinmura etal., 2008
Ratos Sprague-Dawley 20 meses 40% 6 meses Long etal., 2002
Melhora na Ratos Wistar 6e 24 meses 40% 5e 12 meses Abeteetal., 2002
resposta a isquemia

reperfusio Ratos Fischer 344 12 meses 40% 12 meses Chandrasekar etal., 2001
Camundongos C57BL6 15 semanas 40% 5semanas Sungetal., 2011
Camundongos C57BL6 12 meses 40% 14 semanas Peartetal. 2012

A seguir destacamos 0s principais mecanismos moleculares descritos na literatura

que podem fazer parte da cardioprotecdo da RC.

2.4 Mecanismos moleculares envolvidos com a cardioprotecéo da restricdo calorica

Poucos trabalhos investigaram os mecanismos moleculares envolvidos com a
cardioprotecdo da RC e apontam para alteragdes na via de sinalizacdo da contratilidade e

sobrevivéncia de cardiomidcitos.

Funcionalmente, a dindmica intracelular do calcio em cardiomidcitos € um
mecanismo central envolvido na regulacdo da contratilidade cardiaca (Bers 2002).
Shinmura et al., (2011), mostraram que ratos de 8 meses de idade que realizaram uma RC
de 40% durante 22 meses apresentaram uma reducdo no declineo da fungédo cardiaca,

comumente observada com o avango da idade, e estas alteracfes foram relacionadas a
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melhora do perfil do transiente de calcio em cardiomidcitos, com aumento da expressdo
da Ca’* ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2) e reducdo do tempo de
relaxamento. Ja Sugizaki et al., (2011), mostraram que ratos submetidos a RC de 50% por
12 semanas apresentaram aumento na expressao de fosfolamban (PBL), do trocador
calcio/sodio (NCX) e do canal de célcio tipo L no miocardio. De forma semelhante
Yamagishi et al., (2010) também encontraram um aumento na expressao de PBL em ratos
Wistar de 60 dias submetidos a uma RC de 70% por 11 dias. Estes achados sugerem a
existéncia de uma relacdo entre RC e melhora na dindmica intracelular do Ca®* em

cardiomidcitos.

A apoptose € o processo de morte celular programada, resultando em
autodestruicdo celular, um mecanismo essencial para numerosos processos bioldgicos,
incluindo embriogénese, desenvolvimento, renovacgdo celular e homeostase dos tecidos
(Kerr et al., 1972). No entanto, a perda acelerada de celulas com baixa capacidade de
proliferacdo, como os cardiomidcitos, pode contribuir para a perda de funcéo associada a
idade e levar ao surgimento de doencas cardiacas. Evidéncias recentes indicam que a RC
reduz a apoptose de cardiomidcitos. No estudo de Lee et al., (2002) utilizando a técnica de
microarranjo foi observado que camundongos submetidos a RC de 40% por 16 meses
apresentaram reducdo da expressdo de genes pré-apoptdticos e um aumento nos genes
anti-apoptoéticos no tecido cardiaco. Neste contexto, a proteina quinase B (Akt) é
considerada uma proteina chave no processo de sobrevivéncia celular. Sua ativacdo é
dependente de fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K) e, em sua forma ativa, fosforila uma
série de proteinas como eNOS, PKC, p70S6K e GSK3beta, regulando de forma negativa o
processo de apoptose e estimulando a autofagia, aumentando assim a sobrevivéncia
celular (Franke et al., 2003). No coragéo a ativacdo de Akt, na maioria das vezes, exerce
efeitos cardioprotetores e alguns estudos observaram aumentos nos niveis de expressao
e/ou fosforilacdo desta proteina no coracdo de animais submetidos a RC. Nos estudos de
Sung et al., (2011) e Peart et al., (2012) foram observadas melhoras na resposta a
isquemia-reperfusdo de coracOes isolados de camundongos submetidos a RC de 40% e
estes resultados foram associado aos maiores niveis de fosforilacdo da Akt. No estudo de
Katare et al., (2009) ratos submetidos a inducéo de infarto do miocérdio seguidos de 100
dias de alimentacdo intercalada com jejum apresentaram reducdo da apoptose de

cardiomidcitos com maior expressdo de Akt e Bcl-2. Giani et al.,, (2008) também
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observaram aumento na fosforilagdo da Akt em coracgdes de camundungos apds 12 meses
de RC de 30%, o que foi associado a melhora da sensibilidade a insulina no tecido

cardiaco destes animais.

Apesar dos estudos acima apontarem que a RC exerce efeitos positivos sobre o
coracdo e alguns estudos sugerirem como principais mecanismos moleculares a ativacéo
das vias de sinalizacdo da contratilidade e sobrevivéncia de cardiomidcitos, os resultados
dos estudos que investigaram especificamente os efeitos de uma RCI (>40%) sobre o

coracdo ainda séo controversos. A seguir destacamos estes estudos.

2.5. Restricao calorica intensa e seus efeitos controversos sobre o coragao

Como relatado anteriormente, varios trabalhos apontam que a RCM (< 40%) exerce
efeitos poisitivos sobre o coracdo. No entanto, restricbes mais intensas com valores
superiores a 40% foram pouco investigados e os efeitos ainda sdo controversos. A Tabela

3 apresenta uma relacéo de trabalhos que avaliaram os efeitos da RCI sobre o coragéo.

Em condigdes basais o estudo de Cicogna et al., (2001) observou um aumento dos
indices de contratilidade e relaxamento (+DT/dt e —DT/dt) em preparacdo de musculo
papilar isolado de ratos Wistar adultos submetidos a uma RCI de 50% por 30 dias. De
forma semelhante, McKnight et al., (1999), mostraram um aumento do desempenho
cardiaco de ratos Sprague-Dawley apds 7 dias de RCI a 70%. Entretanto quando os
coracOes foram submetidos ao processo de isquemia/reperfuséo constatou-se uma melhor
resposta da funcdo cardiaca durante o periodo de reperfusdo nos coragdes dos animais
submetidos a RCI. Em outro estudo, Yamagishi et al., (2010) utilizaram animais mais
jovens (ratos Wistar de 2 meses) e uma RCI mais intensa (70%), porém de duracdo mais
curta (11 dias), e encontraram resultados semelhantes aos estudos de Broderick et al.,
(2002). Peron et al., (2005) mostraram que uma RCI de 50% exerce efeito protetor no
infarto do miocéardio. Neste trabalho, ratos adultos foram submetidos a RCI de 50% por
seis semanas e logo depois foram submetidos a uma cirurgia de indugdo do infarto do
miocardio. Trés semanas apds a inducdo do infarto o grupo RCI apresentou menores
danos no tecido cardiaco e maior capacidade contratil em preparacGes de musculo papilar

isolado comparado ao grupo ad libitum.
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No entanto, outros estudos encontraram efeitos prejudiciais de uma RCI sobre o
coracdo (Okoshi et al., 2001; Sugizaki et al., 2005; Sugizaki et al., 2009; Tomasi et al.,
2009). No estudo de Okoshi et al., (2001), por exemplo, ratos Wistar adultos (60 dias)
submetidos a RCI de 50% por 3 meses apresentaram funcdo cardiaca reduzida, com
aumento do tempo de contracdo e relaxamento, além de fibrose cardiaca. Adicionalmente,
Sugizaki et al., (2005) com protocolo idéntico ao de Okoshi et al.,, (2001), porém
iniciando com animais aos 12 meses de idade observaram alteragdes minimas na funcao
cardiaca por ecocardiografia e musculo papilar isolado, mas foram verificadas algumas
alteracdes morfologicas no tecido cardiaco, com aumento da fibrose, desorganiza¢do dos

miofilamentos e das cristas mitocondriais.

Como destacado em topico anterior, os efeitos da RC dependem da intensidade da RC
e também da idade em que os animais iniciaram o protocolo. Mais especificamente, estes
estudos sugerem que quanto mais cedo se inicia o protocolo de RC maiores sdo 0s
beneficios. Cabe aqui ressaltar que isto pode ser verdade para o periodo p6s-natal uma vez
que varios estudos demonstram efeitos negativos da RC durante o periodo intrauterino
(Williams et al., 2005; Xu et al., 2006). Xu et al., (2006), por exemplo, encontraram
alteracBes na funcdo e estrutura cardiaca da prole de ratas Sprague-Dawley submetidas a
RCI durante a gestacdo. Estes animais na idade adulta (aos 4 e 7 meses de idade)
apresentaram reducdo na funcdo diastdlica, piora na resposta a isquemia-reperfusdo e

aumento da fibrose cardiaca.

Em um Unico trabalho que avaliou os efeitos da RCI sobre o coracdo de ratos desde o
nascimento, Fioretto et al., (2002), mostraram que ratos Wistar submetidos a RCI de 50%
avaliados aos 60 dias de idade ndo apresentaram altera¢fes na funcdo cardiaca basal.
Neste contexto, as informacdes sobre os efeitos de uma RCI imposta logo apds o
nascimento em coracOes de ratos adultos ainda sdo escassas e carecem de um maior

aprofundamento.

A seguir destacamos uma breve explanacdo acerca do desenvolvimento cardiaco pés-

natal.
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2.6. Desenvolvimento pés-natal do coracao

O coracdo € um dos primeiros 0rgaos a se formar e a entrar em funcionamento no
embrido, iniciando a atividade cardiaca ao final da quinta semana de desenvolvimento em
humanos. O aumento da massa cardiaca durante a vida fetal surge predominantemente
como conseqiiéncia da hiperplasia dos cardiomiécitos. Os cardiomidcitos sdo células
cilindricas, ramificadas, com aproximadamente 10-20 um de diametro e 80-140 um de
comprimento, com extremidades irregulares, possuem nucleo central Unico ou duplo, e 0
citoesqueleto forma estriagbes transversais no citoplasma. Cardiomidcitos adultos séo
células altamente especializadas, muito ativas e com uma baixa capacidade de renovacao
(Thornburg et al., 2011).

Em roedores, durante o desenvolvimento fetal, a proliferacdo dos cardiomidcitos
ocorre em duas fases. Primeiramente ocorre uma intensa proliferacdo dos cardiomidcitos,
aumentando rapidamente o nimero de células com limitado crescimento, a duracdo desta
fase vai aproximadamente até o 12° dia do desenvolvimento fetal. Num segundo
momento, os cardiomiocitos continuam a duplicar seu material genético, porém néo
ocorre a citocinese, formando geralmente células binucleadas, que se tornam
progressivamente maiores aumentando seu volume, transformando-se em cardiomiécitos
maduros e reduzindo sua capacidade proliferativa. Esta fase compreende a Gltima semana
de desenvolvimento perinatal até aproximadamente a terceira semana de vida pds-natal,
em que as células possuem volumes 50% maiores e proporcionalmente 80% sédo
binucleadas (Ahuja et al., 2006).

Ao nascimento o coracdo ja se apresenta com a configuracdo anatbmica do coracao
adulto, mas com dimensGes menores e a partir desse momento seu crescimento é
intensificado. Na vida neonatal de roedores ocorre uma transicdo do perfil hiperplasico
para o crescimento hipertréfico dos cardiomiocitos, sendo a hipertrofia destas células o
principal responsavel pelo aumento da massa ventricular (Thornburg et al., 2011; Ahuja et
al., 2006). No entanto, alguns estudos mostram que, apesar de baixa, existe uma
capacidade de proliferacdo dos cardiomiocitos apos 0 nascimento, especialmente durante
as trés primeiras semanas de vida, diminuindo a medida que o animal envelhece (Clubb &
Bishop, 1984; Porrelo et al., 2011; Sedmera et al., 2011).
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Durante o desenvolvimento pés-natal o coracdo precisa se adequar a crescente
demanda do crescimento corporal, para isso ocorre 0 aumento da espessura da parede e da
massa ventricular esquerda, especialmente. O aumento da massa miocardica € resultado,
principalmente da hipertrofia dos cardiomidcitos em resposta ao estresse mecanico
causado pelo aumento da tensdo nas paredes das camaras cardiacas. AlteracGes
relacionadas ao envelhecimento sobre o coracdo humano e de roedores incluem a reducéo
do numero de midcitos, devido ao procosse de apoptose, a fibrose cardiaca pela
substituicdo de celulas contrateis por matriz extracelular, reducdo no transporte de calcio
através da membrana do reticulo sarcoplasmatico, e alteragdo na resposta a estimulagao B-
adrenérgica (Weber & Brilla, 1991; Cohn et al., 2000). Coletivamente, estas alteracfes
contribuem para depressdo da fungdo cardiaca dependente da idade e maior propenséo ao

estabelecimento de doencas cardiovasculares.

Neste contexto, estudos que avaliaram os efeitos da RC sobre o desenvolvimento
do coracdo sdo escassos e nao ha estudos disponiveis na literatura que mostrem os efeitos
de uma RCI de longo prazo desde o nascimento sobre a fungcdo, morfologia cardiaca e vias
de sinalizacdo intracelular em cardiomiocitos de ratos adultos. Neste sentido,

apresentamos a seguir os objetivos deste trabalho.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar as consequéncias de uma RCI desde o nascimento sobre a funcdo e
morfologia cardiaca, bem como os mecanismos envolvidos nestas adaptacdes cardiacas

em ratos Wistar adultos de 90 dias.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar em ratos Wistar adultos de 90 dias submetidos a uma RCI desde o

nascimento:

a) o indice de eficiéncia alimentar, peso corporal e dos 6rgdos e comprimento da
tibia;

b) os parametros bioguimicos séricos e 0 hematdcrito;
c) a pressao arterial, frequéncia cardiaca in vivo e duplo produto.

d) a funcdo cardiaca utilizando um teste indireto in vivo de desempenho aerébio
maximo em piscina e um teste in vitro pela avaliacdo das Dt/dt méaxima e minima em

coragdes isolados.

e) o numero, densidade e morfometria de cardiomidcitos, e os niveis de fibrose

cardiaca por analise histologica do tecido cardiaco.

f) os niveis de peroxidacéo lipidica sanguinea, teciduais e atividade da superdxido

dismutase e catalase teciduais.

g) o transiente de Ca®" e niveis de expressio da SERCAZ2, importante via de

sinalizacdo envolvida com a contratilidade em cardiomiocitos.

h) os niveis de fosforilagdo de Akt em cardiomidcitos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais e condigdes experimentais

Os animais foram mantidos, manipulados e sacrificados de acordo com os
principios éticos para uso de animais de laboratorio do “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health” (NIH Publication,
1996). O protocolo do estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA, da UFVJM (protocolo 002/2010).

Fémeas gravidas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) (n = 12) provenientes da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), com cerca de 80 dias de idade foram
alojadas em gaiolas individuais e mantidas em sala climatizada, ciclo claro/escuro de 12
horas, com livre acesso a dieta e 4gua. Imediatamente apds o nascimento das crias, metade
das ratas (n = 6) foram designadas para compor o grupo alimentado ad libitum (controle) e
outra metade (n = 6) para o grupo submetido a RC. Utilizou-se como dieta a racédo
comercial para roedores Nuvilab CR1 (Nuvilab Nutrients LTDA, Colombo, PR, Brasil),
composta por aproximadamente 22,5% de proteinas, 4% lipideos, 54% carboidratos, 8%

de fibras e 12,5% de umidade. Ambos 0s grupos tiveram livre acesso a agua.

As ninhadas (conjunto da matriz e seus filhotes) designadas ao grupo com RC
tiveram sua dieta restrita a 50% do consumo das ninhadas do grupo ad libitum. A ingestao
alimentar do grupo ad libitum foi avaliada diariamente subtraindo a oferta de racdo pela
sobra do dia seguinte, e estes valores usados para o calculo da oferta de 50% para 0 grupo
submetido a RC. O protocolo experimental teve inicio logo ap6s o nascimento das crias,
sendo as ninhadas composta pela matriz e oito filhotes machos. O perido de amamentacao
(fase de lactacdo) foi de 21 dias. Apds o desmame (fase de pds-lactacdo), os filhotes
foram alojados em gaiolas individuais e receberam o mesmo tratamento que suas
respectivas mées até a idade de 90 dias. Constituindo dois grupos: 1) ratos com
alimentacdo ad libitum (AL, n = 13) e Il) ratos em restri¢cao calorica intensa (RC50, n =
15).

4.2. Avaliacdo do peso corporal e eficiéncia alimentar

A ingestdo alimentar foi avaliada diariamente e o peso corporal semanalmente.

Com os dados de ingestdo total e ganho de peso ao final do periodo experimental foi
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calculado o indice de eficiéncia alimentar, através da divisdo do ganho de peso pela
ingestdo alimentar. Este indice representa a eficiéncia em que o animal converte grama de

alimento ingerido em grama de peso corporal.
4.3. Avaliacdo dos parametros cardiovasculares

A pressao arterial sistolica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC) foram aferidas aos
45, 70 e 90 dias de idade pelo método ndo invasivo de pletismografia de cauda. Os
animais foram mantidos em cilindro de acrilico sobre restricio de movimento e
submetidos a aguecimento moderado em caixa contendo uma lampada incandescente (40°
C, por 10 min) para provocar vasodilatacdo das artérias caudais. O procedimento de
registro foi realizado através da insercdo da cauda em um manguito de borracha, ligado ao
esfigmomandmetro, na regido proximal da cauda e, logo apds, um transdutor pneumatico
foi utilizado para deteccdo dos pulsos permitindo o registro no sistema (ADInstruments
Ltd, UK). Através do registro de pulso foi determinado o valor de PAS e derivada a FC,
com estes valores foram calculados o indice de duplo produto (resultado da multiplicacéo

da FC versus a PAS) para avaliacdo da sobrecarga cardiaca.
4.4. Protocolo de desempenho aerébio maximo

Para avaliagdo de um parametro cardiovascular sisttmico que auxiliasse na
interpretacdo dos resultados da funcéo cardiaca, os animais foram submetidos a um teste
de desempenho aerébio maximo em piscina aos 90 dias de idade. O protocolo de exercicio
consistiu em um teste de carga progressiva até exaustao, realizado 48 horas ap0s o periodo
de aclimatacdo. Antes da realizacdo do teste os animais foram pesados para que, a partir
da massa corporal dos mesmos, fossem confeccionadas sobrecargas correspondentes a 2%
de sua massa corporal. O teste foi realizado individualmente, na mesma raia, com agua na
temperatura de 31 + 1° C (termoneutra em relacdo a temperatura corporal do animal). A
partir do momento em que o animal, com uma sobrecarga de 2% afixada na cauda, foi
lancado na agua o crondmetro foi disparado. O teste foi de carater continuo, pois ndo
houve necessidade de retirar o animal da &gua quando adicionada a sobrecarga, a cada trés
minutos, até a exaustdo. O estado de exaustdo foi caracterizado pela imersdo do animal
por 4 segundos. O desempenho aerébio méximo foi definido pela carga suportada

relativizada pelo peso corporal (Almeida et al., 2009).
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4.4, Eutanasia e coleta de amostras

Apbs 48 horas do teste de desempenho aerébio maximo os animais foram
submetidos ao jejum de 12 horas e em seguida decaptados. Amostras de sangue coletadas
para andlises bioquimicas séricas (colesterol total, HDL, triglicérides e glicose) e do
hematdcrito. O coragcdo foi removido, sendo parte direcionada as andlises de funcéo,
histologia, estresse oxidativo (n = 21) e outra parte (n = 7) direcionada ao isolamento de
cardiomidcito para avaliacdo do transiente de calcio e analises de western blot. O masculo
soleo também foi retirado para avaliacdo do estresse oxidativo. A tibia foi retirada para
avalicdo do comprimento e a gordura visceral, figado, baco, rim e testiculo retirados,
limpos e os seus pesos aferidos. Uma ilustracdo do desenho experimental esta presente na
Figura 1.

I Fase de lactagao I Fase de pés-lactagdo I

01 21 45 70 88

* ¢ ¢ P
*

* Inicio do experimento (nascimento dos animais)

* Final do experimento (eutanasia e coletas das amostras)
¢ Medidas de pressdo arterial

Teste de desempenho aerébio maximo

Figura 1. Desenho experimental do estudo.

4.5. Analises bioquimicas séricas e hematdcrito

Uma pequena amostra de sangue total coletado em heparina foi separada para a
avaliacdo do volume percentual de hemacias em capilares de microhematocrito. O restante

do sangue foi centrifugado a 1800 rpm e obtida amostras de soro utilizadas posteriormente
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para a determinacdo dos niveis séricos de colesterol total, HDL, triglicerideos e glicose,
utilizando kits de determinacdo apropriados (Labtest Diagnostica LTDA, Brasil) de

acordo com procedimentos recomendados pelo fabricante.

4.6. Funcao cardiaca ex vivo

O coracdo removido teve a aorta ascendente seccionada na altura de sua primeira
ramificacdo (tronco braquiocefalico) e fixada a canula, acoplando o 6rgdo ao sistema de
perfusdo com pressdo constante, tomando o cuidado de preservar a integridade da valvula

aortica.

Para registro da forca contratil, um pequeno gancho de aco inoxidavel foi fixado ao
apice do ventriculo esquerdo e conectado ao transdutor de forga. Aplicando uma tensao de
aproximadamente 1,0 + 0,2g, mantida constante durante o experimento. A freqliéncia
cardiaca (FC) e o desenvolvimento de tensdo (Dt/dt) maxima e minima foram calculados a
partir das medidas diretas de tens&o. Os sinais foram amplificados e registrados por meio
de um sistema de aquisicéo e analise de dados analdgico-digital (MP100 - AcqKnowledge
I11, Biopac System Inc., EUA). O tempo de estabilizacdo da preparacdo foi de 20 a 30
minutos. Apoés adicionais 30 minutos de coleta dos dados, a atividade cardiaca foi

interrompida com a infusdo de KCI 10%.

4.7. Avaliacoes histologicas do tecido cardiaco

Inicialmente foi realizada a avaliacdo da razdo peso do coracdo pelo peso corporal,
uma medida indireta da hipertrofia cardiaca. Apds serem pesados 0s coracdes foram
fixados com Bouin a 4% por 24h, submetido a desidratacdo com gradiente crescente de
alcool (70, 80, 90 e 100%) e posterior infiltracdo e inclusdo em paraplast. Apds a
montagem dos blocos, as amostras foram submetidas & microtomia em sec¢des de 5 um
com intervalos de 20 cortes. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina para
anélise do nimero, densidade e diametro dos cardiomidcitos. Para a analise de nimero e
densidade foi utilizado corte transversal do miocardio, aproximadamente 25 campos
foram analisados por animal, sendo contados todos os cardiomidcitos com ndcleo central
visivel. J& para a avaliacdo do didmetro foram usados cortes longitudinais do miocardio,

considerando para andlise apenas cardiomidcitos com nucleo central visivel e limites
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laterias bem definidos, o valor do diametro dos cardiomiécitos por animal foi obtido pela
média de aproximadamente 100 células avaliadas. Também foi utilizada a técnica de
tricromico de Masson para avaliacdo da fibrose cardiaca, em que foi analisado o tamanho
das areas positivas para o tecido conjuntivo interticial, em relacdo a area total avaliada,
sendo o resultado apresentado em valores percentuais. Para todas as avaliagOes

histoldgicas as imagens foram capturadas com microscopia de campo claro.

4.8. Avaliacdo do estresse oxidativo
4.8.1. Peroxidacao lipidica

Os niveis de TBARS foram mensurados no musculo cardiaco e séleo de acordo
com o método descrito por Ohkawa et al., (1979). Aliquotas da amostra (0,1mL) foram
adicionadas em duodecil sulfato de sodio a 8,1%, acido acético 2,5M (pH 3,4) e acido
tiobarbiturico a 0,8%. A mistura foi incubada por 60 minutos a 95° C e a leitura realizada
em espectrofotdbmetro a 532nm. Os niveis de TBARS foram expressos em nmol de

MDA/mg proteina.
4.8.2. Atividade da superoxido dismutase

O ensaio foi realizado de acordo com Del Maestro & McDonald, (1985) conforme
descrito por Barreto et al., (2011). Resumidamente foi adicionado 1mL de tampéo fosfato
de sadio (50mM, pH 7,8) contendo 1mM de DTPA (acido dietilenotriaminopentacético) a
0,05mL do homogenato. A reacdo foi iniciada com a adicdo de pirogalol (0.2mM) e a
leitura realizada durante 3 minutos a 37°C no espectrofotdmetro a 420 nm. A
determinacdo da atividade da enzima superdxido dismutase em U/mg foi determinada a
partir da capacidade de inibicdo da autoxidacdo do pirogalol, em que 1U = 50% de

inibicdo da autoxidacgéo do pirogalol.
4.8.3. Atividade da catalase

O ensaio para a catalase foi realizado conforme o método de Nelson & Kiesov
(1972), com algumas modificagbes, conforme descrito em Barreto et al., (2011).
Adicionou-se 2 mL de tampédo fosfato (50mM, pH 7.0) a uma aliquota (0,1mL) do
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homogenato, e em seguida adicionados 0,06mL de substrato (H,0,, 3M). A leitura foi
realizada durante 1 minuto a 25°C em espectrofotdmetro a 240nm. A atividade da catalase
foi expressa em AE/min/mg de proteina, sendo que AE corresponde a variagdo da

atividade da enzima durante um minuto.

4.9. Isolamento dos cardiomidécitos

Os midcitos ventriculares cardiacos foram isolados de acordo com o protocolo
descrito por Mitra & Morad (1985) e mantidos em DMEM (Sigma). Parte dos
cardiomidcitos foi utilizada para 0s experimentos do transiente de célcio e outra parte foi

utilizada para a extracdo de proteinas e analises de western blot.

4.10. Avaliaco do transiente de célcio (Ca?")

Os cardiomidcitos foram incubados com 6 umol/L Fluo-4 AM (Molecular Probes)
por 30 minutos a temperatura ambiente e, a seguir, lavados com DMEM. As células foram
entdo excitadas no comprimento de onda de 488nm e com emisséo em 515nm. Durante o
experimento as células cardiacas foram estimuladas na frequéncia de 1,0 Hertz, com um
pulso quadrado de duracdo de 5ms e 30v. Apos a aplicacdo de 8 pulsos elétricos foi
realizada uma varredura repetitiva ao longo de uma linha no eixo longitudinal das células
utilizando-se o microscopio confocal Zeiss 510 Meta (Guatimosim et al. 2001). A
liberacdo global de Ca?* foi analisada pelo software IDL 6,0 (Research System, Inc.,
Boulder, CO). A amplitude do transiente de Ca** foi obtida pela razdo de F/F0, onde FO

demonstra a fluorescéncia basal de Ca**.

4.11. Western blotting

As amostras de tecido cardiaco foram homogeneizadas em tampéo de lise (100mM
NaCl, 50mM Tris-base, 5mM EDTA-2Na, 50mM Na4P207x10H20, 1mM MgCI2
pH=8,0) com detergentes (Nonidet P40 1%, Triton x-100 0.3% e Sodium deoxycholate
0.5%), contendo inibidores de protease (PMSF 200mM, benzamidina 15.7mg/mL,
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pepstatina 10uM, aprotinina 10mg/mL) e inibidores de fosfatase (20mM NaF ¢ 1mM
Na3VO4). Ao fim desse procedimento, o contetdo foi centrifugado por 12 minutos, a 4°C
e a 8000rpm. As proteinas foram quantificadas utilizando o método de Bradford
(Bradford, 1976). 60mg de proteina foram entdo diluidas em tampéo de amostra (5X - 2M
Tris pH=6.8, 20% Glicerol, 30% SDS, 25% b-mercaptoetanol, 0,1% Azul de Bromofenol)
para separacdo em gel de SDS-PAGE (sodium dodecyl (lauryl) sulfate poliacrilamida) em
concentracdo de 10 - 15%, dependendo da massa molecular da proteina estudada, e 4% o
gel de concentracdo. ApoOs serem separadas em gel, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose. A qualidade da transferéncia foi monitorada através da
coloracdo da membrana com solucdo de Ponceau (0,2%). A membrana foi entdo lavada
com PBS/TBS contendo 0.1% Tween 20 (PBS-T/TBS-T) e colocada por 1 hora em
solugédo de bloqueio (PBST/ TBS-T com 5% de leite desnatado) a fim de bloquear
ligacbes ndo especificas. Apos o bloqueio, as membranas foram incubadas overnight em
camara fria, com temperatura 4°C, com o anticorpo primério especifico anti-Akt, anti-
pAkt e anti-SERCAZ2. Para deteccdo das bandas foi utilizado um kit quimioluminecente. A
quantificacdo das proteinas foi realizada pela normalizacdo com anticorpo anti-GAPDH.
Em seguida, a membrana foi novamente lavada com PBS-T/TBS-T (5 vezes por 5
minutos). E entdo incubada com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP)
(1:5000) por 1 hora. As bandas protéicas foram detectadas por reacdo de
quimioluminescéncia e a intensidade das mesmas avaliada por analise densitométrica

através do software ImageQuant™.,

4.13. Andlise estatistica

Para analise estatistica dos dados utilizou-se o software Statistica (v8.0, StatSofft,
Inc). Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. Para variaveis que foram
avaliadas ao longo do periodo experimental foi utilizada o teste Anova de medidas
repetidas seguidas pelo post-hoc Tukey. Para comparacdes das demais variaveis foi

utilizado o teste t student. O nivel de significancia foi estabelecido para *p< 0,05.



33

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente realizamos uma caracterizacdo do modelo em relacdo aos parametros

corporais e de ingestdo alimentar. Os dados estéo apresentados na Figura 2 (A-F).
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Figura 2. Parametros corporais e de ingestdo alimentar. Peso corporal materno (A) e peso da
ninhada (B) durante a fase de lactacdo. Ingestdo alimentar (C) e curva de crescimento (D) na

pos-lactacdo. Peso corporal final (E) e indice de eficiéncia alimentar (F). * p < 0,05.
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J& na primeira semana da fase de lactacdo (0 a 21 dias) foram encontradas
diferencas significativas no peso corporal das matrizes (A) e dos filhotes (B) mostrando
que a restricdo imposta a mae logo ap6s o parto afetou o crescimento dos filhotes. Para a
fase pos-lactacdo (22 a 90 dias) sdo apresentados os dados de ingestdo (C), curva de ganho
de peso (D), peso corporal final (E) e o indice de eficiéncia alimentar (F). A ingestdo
média diaria dos grupos durante o periodo experimental foi de 22,06 + 0,629 vs. 11,06 +
0,33g para os grupos AL e RC50, respectivamente. Os animais RC50 apresentaram peso
corporal inferior durante todo o periodo experimental, sendo cerca de 40% menor aos 90
dias comparado ao grupo AL (AL: 343,9 £ 12,5 g vs. RC50: 196,8 £ 4,64 g). De maneira
interessante, o indice de eficiéncia alimentar (F) foi superior no grupo RC50 comparado
ao AL, mostrando uma maior eficiéncia na conversdo do alimento ingerido em peso
corporal, indicando possivelmente uma reducdo na taxa metabolica basal dos animais
RC50.

Em consonancia com estes resultados alguns trabalhos relatam que a RC,
especialmente a RCI, provoca no organismo um efeito de conservacdo de energia, em
outras palavras, o organismo se adapta a um ambiente de baixa oferta alimentar
conservando energia (Duff et al., 1990). Um resultado comumente encontrado na
literatura que vai de encontro a esta adaptacéo é a redugdo da taxa metabdlica basal apds
um periodo prolongado de RC (Bevilacqua et al., 2004; Bevilacqua et al., 2005; Ferguson
et al., 2007). Os estudos de Bevilacqua et al., (2005), por exemplo, mostraram que ratos
adultos submetidos a RC de 40% durante 12 semanas apresentaram uma reducdo de
11,1% da massa corporal e 34,6% do consumo de oxigénio pelos tecidos em relagdo ao

grupo ad libitum.

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores de comprimento da tibia e peso de

6rgaos.

Como esperado, comparado ao grupo AL os animais RC50 apresentaram menor
comprimento da tibia, peso da gordura visceral e peso dos 6rgéos, incluindo o coracao,
exceto para os testiculos. A reducdo no crescimento e do peso dos Orgaos estdo em
concordancia com estudos anteriores de RC (Maeda et al., 1985 ;Roe et al., 1995; Weiss

& Fontana, 2011; Sung & Dyck, 2011), resultado da adaptagéo a baixa oferta de energia.
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Apesar da redugdo do peso dos 6rgdos, estudos indicam a preservacdo da funcdo (Weiss &
Fontana, 2011).

Ja& a relacdo peso do coracdo/peso corporal foi maior no grupo RC50, indicando
uma relativa preservacao do tecido cardiaco durante a RCI. De forma semelhante alguns
estudos confirmam que esta relacdo esta aumentada em animais submetidos a diferentes
protocolos de RCI. Isto foi observado, por exemplo, em ratos de 2,5 meses submetidos a
uma RCI de 70% durante 6 semanas (Nutter et al., 1979), em ratos de 3 meses de idade
submetidos a uma RCI de 45% durante 8 semanas (Broderick et al., 2002) e em ratos de 3
meses submetidos a uma RCI de 50% durante 6 semanas (Peron et al., 2005). De forma
interessante, todos estes trabalhos encontraram melhora da funcédo e alteragdes positivas
sobre a morfologia cardiaca, relacionando estes efeitos a maior relacdo peso do

coracgdo/peso corporal nos animais submetidos a RCI.

Tabela 4. Comprimento da tibia e peso de 6rgdos. Dados apresentados como média + DP,
RC50 vs. AL. * p<0,05.

AL RC50

(n=13) (n=15) Valor p
Tibia (cm) 4.0+ 0,04 3.63 £ 0.09* 0,0001
Peso corporal () 325.3+30.3 148.9 £ 22.5* 0,0001
Peso coracéo (g) 1.21+£0.12 0.67 + 0.09* 0,0001
Peso cor¢ao/corpo (mg/g) 3.73+0.26 4.53 + 0.24* 0,0001
Gordura visceral (g) 11.34+1.95 2.52 +0.27* 0,0001
Figado (g) 10.73+£1.75 5.97 £ 0.45* 0,0001
Rim (g) 1.15+0.09 0.62 £ 0.04* 0,0001
Supra renal (g) 0.03+0.01 0,02 £ 0.01* 0,0001
Baco () 0.84+0.11 0.52 £ 0.07* 0,0001

Testiculos (g) 1.44 £ 0.26 1.39+0.12 0,59
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Outro dado interessante na Tabela 4 é a massa de gordura visceral. A diferenca
entre os grupos € discrepante, comparado ao grupo AL os animais RC50 apresentaram
uma reducdo de 77% na gordura visceral. A reducdo do tecido adiposo, mesmo em
animais e humanos ndo obesos sadios, tem sido associado como um dos beneficios
cardiovasculares da RC por diversos autores (Speakman & Mitchell, 2011; Weiss &
Fontana, 2011; Han & Hen, 2010; Sohal & Wendruch, 1996), pois 0 menor acumulo de
gordura visceral esta associado a uma reducdo dos fatores de risco para as doengas
cardiovasculares como a hipertensdo e aterosclerose (Weiss & Fontana, 2011).
Especificamente nos modelos animais de RCI, Speakman & Mitchell, (2011) relatam que
as mudancas na composicdo corporal sdo muito acentuadas e, proporcionalmente, a
reducdo do tecido adiposo supera a reducdo do peso corporal e afeta preferencialmente o
contetido de gordura visceral. Estes autores também fazem uma relacéo entre a reducdo da
gordura visceral com a melhora da funcdo cardiaca uma vez que esta redugdo esta
associada com a reducdo dos niveis circulantes de leptina e aumento dos niveis circulantes
de adiponectina. Estas alteragdes promovem adaptacdes positivas sobre o metabolismo e

funcdo cardiaca.

Nosso proximo passo foi avaliar os parametros bioquimicos e cardiovasculares que
podem influenciar diretamente a funcdo cardiaca, mais especificamente, avaliamos 0s
niveis séricos de glicose, colesterol, triglicérides, o hematdcrito, a pressdo arterial, a

frequéncia cardiaca in vivo e o duplo produto.

Os parametros bioquimicos séricos e o hematdcrito estdo apresentados na Tabela
5. De forma geral notamos uma melhora do perfil bioquimico sérico nos animais RC50.
Constatamos que, em relacdo aos animais AL, os animais RC50 ndo apresentaram
alterac@es significativas no hematdcrito, triglicérides, colesterol total e LDL, entretanto,
estes animais apresentaram menores niveis séricos de glicose e maiores niveis da fracéo

do colesterol HDL.



Tabela 5. Parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos. Dados apresentados como
média = DP, RC50 vs. AL.* p< 0,05.

AL RC50
(n=13) (n =15) p-Value
Hematécrito (%) 45,50 + 3,83 50,25 + 4,36 0,055
Glicose (mg/dL) 130,40 + 12,58 113,00 + 11,56 0,004
Triglicérides (mg/dL) 115,00 + 24,12 106,40 + 11,21 0,4
Colesterol (mg/dL) 59,85 + 8,37 61,47 £ 7,21 0,7
HDL (mg/dL) 20,21+ 2,01 23,37 + 1,69 0,01
LDL (mg/dL) 21,01 + 9,80 13,42 + 2,49 0,13
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Em relacdo ao resultado que encontramos de reducdo da glicemia de jejum nos
animais RC50, € importante ressaltar que existe uma consideravel variacdo nos valores
normais de glicemia em ratos. No levantamento realizado por Harkness & Wagner (1993)
foi apontado que, em ratos Wistar, os valores estdo dentro da faixa de normalidade quando
ndo sdo superiores a 135 mg/dL). Os niveis elevados de glicemia afetam negativamente a
funcéo cardiaca, pois podem levar a toxicidade celular, conhecida como glicotoxicidade,
em que ocorre um aumento da oxidacdo da glicose e geracdo mitocondrial de superdxido
0 que aumenta o estresse oxidativo, a fibrose e a apoptose dos cardiomidcitos (Hayat et
al., 2004; Wang et al., 2004). Além disso, existem evidéncias entre a associacdo do
aumento dos niveis de glicose sanguinea e reducdo da expressdo e/ou atividade de
SERCAZ2 e do receptor de rianodina com consequente piora da contratilidade, relaxamento
e aumento da rigidez do miocardio (Bidasse et al., 2003; Poornina et al., 2006).
Entretanto, € importante ressaltar que o grupo AL apresentou valores de glicemia dentro
dos valores de normalidade e a RCI imposta promoveu um efeito benéfico, uma vez que

esta reducéo, dentro dos valores de homeostasia, confere um efeito preventivo.

O mecanismo celular mais conhecido que promove uma reducdo da glicemia em
resposta a uma RC é a melhora da sensibilidade insulinica tecidual. Alguns estudos na
literatura mostram que a RC reduz os niveis de insulina circulante e os tecidos insulino-

dependentes se tornam mais responsivos a insulina (Weiss & Fontana, 2011; Speakman &
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Mitchell, 2011). De fato, resultados preliminares de nossas pesquisas (ainda ndo

concluidos) indicam que os animais RC50 apresentam maior tolerancia a glicose.

Muitos dos fatores de risco para doencas cardiovasculares estdo relacionados aos
niveis circulantes aumentados de triglicerideos e lipoproteinas. A fracdo HDL do
colesterol, especificamente, exerce um efeito protetor sobre o sistema cardiovascular.
Estudos epidemioldgicos mostram que o aumento de cada 1mg/dL de HDL reduz em 2 a
3% o risco de desenvolvimento de doencas cardiacas (Gotto, 2002). Sua acdo protetora
estd relacionada principalmente a sua capacidade de promover o transporte reverso do
colesterol, removendo-o da periferia e direcionando ao figado para ser metabolizado.
Além disso, os estudos de Navab et al., (2001), constataram que a fracdo HDL possui

também atividade anti-inflamatoria.

A Figura 3 mostra que nosso protocolo de RCI também exerceu efeitos positivos
sobre a pressdo arterial independentes das alteracGes da frequéncia cardiaca in vivo.
Podemos observar que ja aos 45 dias de idade os animais RC50 apresentaram menores
niveis de pressao arterial (45 dias: 130,9 £ 9,0 mmHg (AL) vs. 113,7 £ 16,0 mmHg
(RC50); 70 dias: 134,8 + 7,8 mmHg (AL) vs. 119,7 = 15,4mmHg (RC50); 90 dias: 134,9
+ 10,dmmHg (AL) vs. 123,2 £ 7,8mmHg (RC50)). Entretanto, a frequéncia cardiaca in
vivo nédo foi diferente entre os grupos (45 dias: 422 + 37 bpm (AL) vs. 421 + 25 bpm
(RC50); 70 dias: 390 + 29 bpm (AL) vs. 395 £ 44 bpm (RC50); 90 dias: 402 + 30 bpm
(AL) wvs. 382 £ 23 bpm (RC50)). Consequentemente, os valores de duplo produto
revelaram uma menor sobrecarga cardiaca nos animais RC50 (45 dias: 54600 + 4659
mmHg/bpm (AL) vs. 49130 + 6953 mmHg/bpm (RC50); 70 dias: 53250 = 6808
mmHg/bpm (AL) vs. 47030 £ 7560 mmHg/bpm (RC50); 90 dias: 55490 = 4287
mmHg/bpm (AL) vs. 46640 + 5233 mmHg/bpm (RC50)).
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Em concordancia com nossos achados, alguns estudos mostram que a RC esta
associada com a reducdo da pressao arterial tanto em animais normotensos (Thomas et al.,
1993; Marger et al., 2006) quanto hipertensos (Young et al., 1978; Overton et al., 1997;
Dolinsky et al., 2010). O efeito hipotensor da RCI ainda ndo estad completamente
esclarecido e, possivelmente, ocorre por diferentes mecanismos. Estudos que tentaram
identificar o mecanismo hipotensor da RC apontam para altera¢Ges neurais, hormonais ou
locais. Overton et al., (1997), por exemplo, sugerem que a RC promove redugdo da
atividade simpatica, j& Thomas et al., (1993) sugerem que ocorre uma melhora da
sensibilidade barorreflexa. Outros estudos sugerem ainda uma reducdo dos niveis
circulantes das catecolaminas (Levay et al., 2010), aumento dos niveis circulantes de

adiponectina e ativacdo da via AMPK/eNOS no endotélio vascular (Dolinsky et al., 2010).

Uma menor pressdo arterial pode representar uma acdo protetora cardiaca por
reduzir a carga de trabalho do coragdo. Contudo, existe uma forma mais especifica de se
avaliar indiretamente o trabalho cardiaco, pelo indice produto pressao-frequéncia ou duplo
produto. O duplo produto (DP) é um indice estimativo de traballho cardiaco e possui
correlacdo positiva com o consumo de oxigénio pelo miocéardio (MVO,) (Farinatti &
Assis, 2000). Em nosso estudo os animais RC50 apresentaram menor PAS e valores
semelhantes de FC quando comparados ao grupo AL, o que resultou em um menor DP ao
longo de todo periodo experimental no grupo RC50. Neste sentido, o menor DP em RC50
indica que os coragdes destes animais trabalham em condi¢cdes de menor sobrecarga ao

longo da vida, exercendo assim um efeito protetor sobre o coracéo.

Em conjunto, a reducdo da glicemia, o0 aumento do colesterol HDL e a redugéo da
pressdo arterial e do duplo produto nos deram fortes indicios de que os animais RC50
apresentariam alteracdes positivas da funcdo cardiaca. Para determinacdo da funcdo
cardiaca foram realizados dois testes, sendo um in vivo e indireto e outro ex vivo. Para a
avaliacdo in vivo foi realizado um teste de desempenho aerébio maximo em piscina
(Figura 4). Este teste € considerado uma importante ferramenta para avaliar a fungédo
cardiovascular global e cardiaca (Dickinson & Richards, 1988). O teste de desempenho
aerobio maximo revelou que a carga suportada pelos animais RC50 foi muito superior a
do grupo AL, praticamente o dobro (0,10 £ 0,04 vs 0,06 £ 0,01g/g, respectivamente, p =
0,001).
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Figure 4. Desempenho aerdbio méaximo, expresso pela carga suportada relativisada

pelo peso corporal. * p < 0.05.

Apesar de ser um teste indireto da avaliacdo da funcdo cardiaca e outros fatores
como a capacidade de extracao e utilizagéo tecidual de oxigénio interferir diretamente nos
resultados deste teste (Dickinson & Richards, 1988), a discrepancia entre os valores

chama atenc¢éo e indicam uma maior eficiéncia cardiaca no grupo RC50.

Em seguida realizamos o teste ex vivo através da técnica de coracdo isolado
(Figura 5). Em consonancia com o resultado anterior, os resultados dos experimentos de
coracdo isolado apresentaram evidéncias diretas de uma fungdo cardiaca aumentada nos
animais RC50. Comparado ao grupo AL, os animais RC50 apresentaram maiores indices
de contratilidade (+Dt/dt) (RC50: 311,3 + 57,8 vs. AL: 251,7 £ 52,8 g/s/g, p = 0,03, Fig.
5A) e relaxamento cardiaco (-Dt/dt) (RC50: 256,0 + 40,5 vs. AL: 201,5 + 56,33 g/s/g, p =
0,03, Fig. 5B). Apesar do aumento de ambas as Dt/dt maxima e minima, ndo foram
encontradas diferencas significativas no fluxo coronariano (RC50: 6,4 £ 1,1 vs. AL: 6,7
1,0 mL/min/g, p = 0,54, Fig. 5C), bem como na FC (RC50: 249,8 + 29,2 vs. AL: 250,7 +
47,0 bpm, p = 0,95, Fig. 5D) entre os animais AL e RC50. De maneira interessante, estes
resultados indicam que uma RC de 50% aumenta a fungdo cardiaca por um mecanismo

intrinseco do miocardio, uma vez que o fluxo e FC ndo foram alterados.
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Figure 5. Funcdo cardiaca basal pela técnica de coracdo isolado em sistema langendorff. Os

valores de +dT/dt (A) e - dT/dt (B) foram superiors nos animais RC50 comparado ao grupo

AL. Néo foram encontradas diferencas na frequéncia cardiaca (C) e fluxo coronariano (D). *

p < 0,05.

Um aumento da funcdo cardiaca pode se dar em decorréncia de uma adaptacao

transitdria em resposta a perturbacdes hemodinamicas e/ou metabolicas, como hipertensao

e dislipidemias. No entanto, os dados apresentados anteriormente descartam estas

possibilidades, pois os animais RC50 apresentam uma reducdo na pressao arterial, duplo

produto e, ainda, uma melhora no perfil bioquimico seérico.

A maioria dos trabalhos mostram que a RCI preserva (Mcknigth et al., 1999;
Cicogna et al., 2001; Fioretto et al., 2002; Broderick et al., 2002; Peron et al., 2005; Gut et
al., 2008; Sugizaki et al. 2008; Yamagishi et al., 2010) ou diminui (Okoshi et al., 2001,

Fioretto et al., 2004; Sugizaki et al., 2009; Tomasi et al., 2009) a funcgéo cardiaca basal em

ratos. No entanto, estes estudos avaliaram os efeitos de uma RCI apenas em animais
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adultos. Neste contexto, o aumento da funcdo cardiaca basal dos animais RC50 sugere que
quando a RCI é imposta desde o nascimento as adaptacGes cardiacas podem ser diferentes
daquelas observadas em animais que iniciam a RCI ja na idade adulta. De fato alguns
estudos recentes apontam que quanto mais cedo se inicia a RC maiores sdo os beneficios
desta ao longo da vida (Gredilla & Barja, 2005; Han & Ren, 2010).

Com o intuito de avaliar se 0 aumento da funcéo cardiaca seria acompanhado de
alteracdes positivas na estrutura cardiaca, nosso proximo passo foi avaliar a morfometria
dos cardiomidcitos e os niveis de fibrose cardiaca nos animais RC50. Os resultados das
analises histoldgicas estdo apresentados na Figura 6. Em consonancia com os resultados
anteriores, a analise histolégica do miocardio revelou alteracGes positivas da RCI sobre a
morfologia do tecido cardiaco. A Figura 6A mostra micrografias representativas da
morfometria cardiaca. Os animais RC50 apresentaram maior ndmero (AL: 35,1 = 5,3
unidades/area vs. RC50: 43,8 £ 2,7 unidades/area, p = 0,01, Fig. 6B) e densidade de
cardiomidcitos (AL: 52,7 + 8,1 unidades/mm? vs. RC50: unidades/mm? 76,4 + 8,0, p =
0,001, Fig. 6C). Além disso, os cardiomiocitos dos animais RC50 apresentaram menor
didmetro (AL: 12,3 £ 0,8 um vs. RC50: 9,54 + 0,4 um, p = 0,0002, Fig. 6D) e,
adicionalmente, ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de fibrose
cardiaca entre os grupos AL e RC50 (0,21 £ 0,02% vs. 0,20 £ 0,02%, respectivamente,
Figs. 6E e 6F).
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Estas alteracbes sdo intrigantes, especialmente em relacdo ao aumento da
densidade de cardiomiocitos encontrada nos animais RC50. A proliferacdo de
cardiomiocitos no periodo pos-natal é restrita, mas como mencionado anteriormente,
existem evidéncias que em roedores ocorre uma proliferacdo nas primeiras semanas de
vida (Rudolph, 2000; Corstius et al., 2005; Porrelo et al., 2011). Neste sentido, ndo
podemos descartar a hipdtese de que o maior nimero e densidade de cardiomidcitos nos
animais RC50 seja resultado de um aumento na proliferacdo dos cardiomidcitos. No
entanto, estudos que observaram um aumento na contagem dos cardiomidcitos ap6s a RCI
em longo prazo em ratos sugerem uma reducéo da apoptose de cardiomidcitos como uma
provavel explicacdo e ndo uma proliferacdo de cardiomidcitos (Ahmet et al., 2011;
Shinmura et al., 2011).

Apesar dos mecanismos envolvidos com as altera¢des promovidas pela RCI serem
pouco conhecidos, estudos que mostraram efeitos benéficos de uma RC leve a moderada
sobre a funcdo cardiaca apontam como principais responsaveis a reducdo do estresse
oxidativo plasmaético e tecidual cardiaco (Sohal et al., 1994; Sohal & Wendruch, 1996;
Marzetti et al., 2009), e as alteragdes em vias de sinalizacdo da sobrevivéncia (Giani et al.,
2008; Katare et al., 2009; Sung et al., 2011; Perat et al., 2012; ) e do transiente de calcio
em cardiomiocitos (Yamagishi et al., 2010; Shinmura et al., 2011; Sugizaki et al., 2011).

Nesta perspectiva, inicialmente avaliamos o0s niveis de peroxidacdo lipidica e a
atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase nos tecidos musculares cardiaco e
esquelético (Figura 7). Podemos observar que os niveis de peroxidacdo lipidica no
masculo esquelético (AL: 1,31 + 0,28 nmol MDA/mg proteina vs. RC50: 1,37 + 0,31
nmol MDA/mg proteina, p = 0,34, Fig. 7A) e a atividade da SOD (AL: 0,19 £+ 0,05 U/mg
proteina vs. RC50: 0,22 + 0,05 U/mg proteina, p = 0,08, Fig. 7B) e CAT (AL: 0,012 +
0,01 AE/min/mg proteina vs. RC50: 0,014 + 0,01 AE/min/mg proteina, p = 0,30, Fig. 7C)
muscular esquelética sdo similares entre os grupos AL e RC50. De forma surpreendente,
no coracdo estas respostas foram diferentes. Constatamos que 0s niveis de peroxidagédo
lipidica tecidual cardiaca estdo reduzidos (AL: 2,46 + 0,45 nmol MDA/mg proteina vs.
RC50: 1.56 + 0,40 nmol MDA/mg proteina, p = 0,001, Fig. 7D) e as atividade da SOD
(AL: 0,06 £ 0,02 U/mg proteina vs. RC50: 0,16 £+ 0,09 U/mg proteina, p = 0,004, Fig. 7E)
e CAT (AL: 0,006 + 0,002 AE/min/mg proteina vs. RC50: 0,012 + 0,006 AE/min/mg
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proteina, p = 0,01, Fig. 7F) aumentadas nos cora¢Ges dos animais RC50. Portanto,

constatamos que a RCI reduz o EO especificamente no coracéo.
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No coracdo, as ROS exercem importante papel na apoptose e contratilidade
cardiaca. Uma producdo excessiva de ROS aumenta a permeabilidade da membrana
mitocondrial interna pelo aumento da relacdo Bax/Bcl-2, o que promove a abertura de
poros na mitocondria, impedindo a producdo adequada de ATP. Além disso, ocorre a
liberacdo do conteddo mitocondrial para o citoplasma, incluindo o fator indutor de
apoptose (AIF) e o citocromo C, que no citosol ativam as caspases que irdo degradar
diversas proteinas chave do metabolismo celular levando a apoptose (Kumar & Judutt,
2003). Alem disso, as ROS podem promover reducdo da contratilidade cardiaca por
alterar as vias de sinalizacdo do transiente de calcio (Luo et al., 2006). Dessa forma,
levantamos a hipotese que o menor EO observado nos coracdes dos animais RC50 estaria
envolvido com aumento do transiente de célcio e a ativacdo de vias de sobrevivéncia em
cardiomiocitos, o que explicaria 0 aumento da funcdo cardiaca e densidade de
cardiomidcitos nos animais RC50. Portanto, investigamos os niveis de fosforilacdo de
Akt, uma proteina quinase chave envolvida com a sobrevivéncia e proliferacdo celular
(Matsui et al., 1999) e o transiente de célcio em cardiomiécitos. Em concordancia com
nossa hipdtese os resultados mostram que a Akt esta hiperfosforilada nos cardiomiocitos
dos animais RC50. (AL: 0,38 + 0,03 u.a. vs. RC50: 0,52 + 0,03 u.a., p = 0,01, Figura 8).
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Figura 8. Avaliacdo do grau de fosforilagio de Akt. O painel superior mostra uma imagem
representativa do western-blotting. Os animais CR50 (n = 4) apresentaram niveis de Akt fosforilada

superiores quando comparado ao grupo AL (n = 3). * p <0,05.

Finalmente, com intuito de avaliar as consequéncias da RCI sobre o transiente de
calcio em cardiomiécitos, avaliamos o pico e decaimento do transiente de Ca** além da

expressdo da SERCA2 nos midcitos ventriculares isolados dos animais AL e RC50.

Inicialmente, os resultados ndo confirmaram nossa hipoOtese, pois ndo houve
diferencas significativas no pico (AL: 3,6 £ 1,8 u.a. vs. RC50: 3,7 £ 2,2 u.a.,, p = 0,73,
Fig. 9A) e no tempo de decaimento do transiente de Ca** (AL: 266,5 + 30,9 ms vs. RC50:
269,1 + 54,4 ms, p = 0,80, Fig. 9B) entre os cardiomidcitos de ratos AL e RC50. Em
concordancia com estes resultados, foram encontrados niveis semelhantes da expresséo de
SERCAZ entre os cardiomidécitos dos animais AL e RC50 (AL: 0,99 + 0,25 u.a. vs. RC50:
0,94 £ 0,09 u.a., p=0,73, Fig. 10).
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Figura 9. Avaliacdo do transiente de Ca®* em cardiomidcitos. Em (A) o pico do transiente de Ca®* e
(B) o tempo de decaimento do transiente apds os cardiomidcitos serem estimulados eletricamente
(1Hz). N&o foram encontradas diferengas entre animais RC50 (n = 4) e AL (n = 3).
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Figura 10. Avaliacdo da expressdo da SERCA2 em cardiomidcitos. O painel superior mostra uma
imagem representativa do western-blotting. Foram encontrados niveis semelhantes de expressdo de
SERCAZ2 em cardiomidcitos de animais RC50 (n =4) e AL (n =3).

Com base nestes resultados, podemos sugerir que a melhora da funcéo cardiaca nos
animais RC50 ndo pode ser explicada por um aumento do pico e/ou reducdo do tempo de
decaimento do transiente de Ca* em cardiomidcitos. Porém, ndo podemos descartar
completamente a participacdo do Ca®* nestas adaptacbes uma vez que um aumento da
contratilidade cardiaca pode ocorrer por alteragfes no transiente, mas também pelo
aumento na sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?" (Bers, 2002). O estudo de Luo et al.,
(2006), por exemplo, mostra que o aumento das ROS reduz a sensibilidade dos
miofilamentos cardiacos ao Ca*. Portanto, a avaliacdo da sensibilidade dos miofilamentos

ao Ca?* torna-se um experimento chave a ser realizado em estudos futuros.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Em sintese, nosso estudo mostrou que uma RCI desde o nascimento promove
efeitos benéficos sobre o coracdo de ratos adultos de 90 dias. Estes resultados podem fazer
parte de um mecanismo adaptativo, permitindo uma contragdo mais eficiente do coragéo
em condicdes de reduzida disponibilidade de energia. Além disso, ndo podemos descartar
a possibilidade de que essas mudancas, aparentemente benéficas, possam ser
conseqliéncia da caquexia. De fato, quando comparado com AL, os animais RC50
apresentam menor comprimento da tibia, indicando o atraso no crescimento, e peso
corporal 40% menor. Portanto, a funcdo cardiaca aumentada nos animais RC50 pode ser
uma consequéncia da diminuicdo da carga de trabalho cardiaca devido a consideravel

reducdo no ganho de peso e do crescimento dos tecidos em geral nestes animais.

Diante dos resultados apresentados surgem novas questdes, tais como: i) o que
ocorreria com 0s coragdes destes animais em RCI superiores a 50%? ii) os efeitos
protetores da RCI encontrados aos 90 dias seriam também observados em fases mais
tardias como na senilidade? iii) A maior funcdo cardiaca nos animais RC50 seria
observada em situacdes de estresse, como na isquemia-reperfusdo ou mediante o estimulo
com agonistas adrenérgicos? iv) A RCI imposta desde o nascimento protegeria 0S
coracBes de animias adultos submetidos a insultos especificos como de inducdo de um

infarto ou inducdo de uma hipertenséo ou diabetes?

Todas essas possibilidades precisam ser examinadas em estudos futuros.
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