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Resumo

A insuficiéncia cardiaca estabelecida em ratos Wistar adultos desnutridos
est4d associada a dessensibilizacdo adrenérgica: estudo do efeito do
propranolol. LuizaVillarinho Pereira Mendes. Orientadoras: Dr2. Lucienne da Silva
Lara Morcillo e Dr2. Valéria do Monti Nascimento Cunha.

Resumo da tese de doutorado submetida ao Programa de Pés-Graduagdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro como parte dos requisitos necessarios a
obtencéo do titulo de doutor em ciéncias.

Apesar de ser bem aceita a hipotese da programacao fetal, pouco se sabe sobre
como a desnutricdo afeta 0s mecanismos moleculares adrenérgicos e dependentes
de Ca*" que regulam a funcéo cardiaca. O objetivo desta tese foi avaliar o impacto
da desnutricdo promovida pela dieta basica regional em dois periodos de
desenvolvimento — intrauterino (DBR-IU) e cronico (DBR-CR) — sobre a funcao
cardiaca no rato Wistar adulto, correlacionando com alteracdes celulares que
envolvem a manipulacéo intracelular de Ca®* e a via de sinalizagdo B adrenérgica. O
tratamento com o (B bloqueador propranolol foi avaliado através da analise dos
parametros funcionais cardiacos. No grupo DBR-CR, observou-se atrofia muscular
associada a infiltrado de células adiposas e coldgeno, aumento de areas isquémicas
e reducdo em 40% dos parametros basais: PDVE, +dP/dt e —dP/dt. A andlise da
curva de Frank-Starling demonstrou o deslocamento para a esquerda e diminuicéo
em 30% da complacéncia ventricular. Isto associado a indicios de edema cardiaco e
pulmonar indica a instauracdo de insuficiéncia cardiaca esquerda. A DBR-CR
promoveu: (1) a diminuicdo da responsividade sistolica ao agonista p adrenérgico,
isoproterenol (1ISO), (2) a dessensibilizacdo da via de sinalizagdo mediada pela
proteina cinase A (PKA) apesar do aumento do conteudo do receptor B, (3) a
sobrecarga da Ca**-ATPase de membrana plasmatica (PMCA) na remocéo do Ca?*
intracelular, associado ao aumento da atividade da proteina cinase C (PKC) e (4) o
aumento do dano oxidativo lipidico e protéico. Na DBR-IU foi observada a perda da
relacdo de Frank-Starling e aumento de 30% da complacéncia ventricular. N&o
foram observadas alteragdes na morfologia dos ventriculos e das func¢des basais do
orgdo. Apesar da similaridade da resposta ao ISO e dessensibilizacdo da via, ao
contrario da desnutricdo cronica, observamos a baixa atividade de PKC e PKA que
reflete na diminuicdo da atividade Ca?*-ATPasica total, sendo o trocador Na*/Ca?*
como principal mecanismo extrusor de Ca?* do meio intracelular. A diferenca de
ativacdo dos mecanismos moleculares ocorridos nas distintas janelas do
desenvolvimento afetam a resposta do tratamento com propranolol. A insuficiéncia
cardiaca na desnutricdo intrauterina € resistente ao tratamento, enquanto na
desnutricdo crbnica observa-se reversdo dos mecanismos moleculares apesar da
manutencdo da perda dos mecanismos de Frank-Starling. Palavras-chaves:
desnutricdo, insuficiéncia cardiaca, sinalizagdo B adrenérgica, propranolol, Ca®*-
ATPases.
Rio de Janeiro

Marco de 2015
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Abstract
Heart failure established in malnourished adult Wistar rats is associated with

adrenergic desensitization: study of the effect of propranolol. LuizaVillarinho
Pereira Mendes. Superviser: Dr2. Lucienne da Silva Lara Morcillo e Dr2.Valéria do

MontiNascimento Cunha.

Abstract da tese de doutorado submetida ao Programa de Poés-Graduagdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro como parte dos requisitos necessarios a

obtencao do titulo de doutor em ciéncias.

Although it has been accepted the programing fetal hypothesis, little is known about
how undernutrition affects the adrenergic signaling and Ca?*-dependent mechanism
that regulates cardiac function. The objective of this thesis was to evaluate the
impact of undernutrition imposed by the basic regional diet — intrauterine (RBD-IU)
and chronic (RBD-CR) — on the cardiac function in the adult Wistar rat, correlating
with alterations in the intracellular Ca®* handling and in the B adrenergic signaling.
The treatment with the B blocker propranolol was also evaluated. In the RBD-CR, it
was observed muscular atrophy associated to adipocytes infiltration and collagen,
increase of ischemic areas and a 40% reduction of the basal parameters: PDVE, +
dP/dte —dP/dt. The Frank-Starling curve demonstrated a shift to the left and a
decrease in 30% of ventricular complacence. These findings associated to a cardiac
and pulmonary edema indicated the establishment of left heart failure. RBD-CR
promoted: (1) a decrease in the systolic response to the B agonist isoproterenol
(ISO), (2) down regulation of the protein kinase A (PKA) -mediated signaling
pathway, besides the increase in the B adrenergic receptor, (3) over activity of
plasma membrane Ca*-ATPase (PMCA) in Ca*" extrusion, due to increase in
protein kinase C (PKC) activity and (4) an increase in lipid and protein oxidative
stress. In the RBD-IU, it was not observed the Frank-Starling relationship and the
increase in the complacence (30%). It was not observed alterations in morphology
and basal function of the heart. Although similarities in the response to ISO and
down regulation of the pathway, contrary to chronic undernutrition, we observed low
PKA and PKC leading to decreased total Ca?*-ATPase activity, being the Na‘/Ca?*
exchange the principal mechanism of Ca®" extrusion. Differences in molecular
mechanisms occurring in distinct windows of the development affect the response to
the treatment to propranolol. The cardiac failure in the intrauterine undernutrition is
resistant to the treatment, while chronic undernutrition returns the molecular
mechanism, but the Frank-Starling relation shift still persists. Key Words:
malnutrition, heart failure, B adrenergic signaling, propranolol, Ca?*-ATPases.
Rio de Janeiro

March, 2015
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1. INTRODUCAO

1.1. O panorama da desnutricdo: onde o Brasil se enquadra atualmente no

cenario mundial?

Fome e desnutricdo — ainda que estejam inter-relacionadas, configurando um
unico e grande problema, constituem diferentes categorias conceituais que se
configuram em condi¢des socio-econdmicas diferentes. Por definicdo, a fome ocorre
guando a alimentacao diaria, habitual, ndo propicia ao individuo energia suficiente
para a manutencdo do seu organismo e para o desempenho de suas atividades
cotidianas (MONTEIRO, 2003). Ja a desnutricdo pode ser definida como uma
condi¢do clinico-social decorrente de uma deficiéncia ou excesso de um ou mais

nutrientes essenciais (MALINA et al., 2004).

A desnutricBo pode apresentar carater primério, secundario ou terciario
dependendo da causa que a promoveu (MONTE, 2000). As causas primarias sao
situacdes onde a ingestdo de nutrientes e calorias é qualitativamente ou
guantitativamente insuficiente. O individuo desnutrido se alimenta pouco ou ingere
alimentos de baixa qualidade nutricional. As causas secundérias abrangem
situacdes onde ha insuficiéncia na ingestédo de alimentos em fungcdo de um aumento
na necessidade energética, ndo estando relacionado com o alimento em si. Nestes
casos, os individuos se tornam desnutridos em consequéncia de verminoses,
intolerancia alimentar, cancer, absorcdo deficiente de nutrientes e o desmame
precoce. Este ultimo € o maior causador de desnutricdo entre criancas de 0 a 2
anos, quando principalmente em familias de baixo poder aquisitivo a introdugéo de
alimentos substitutos ao leite materno € insuficiente para satisfazer as necessidades

nutricionais dos lactentes (Bliblioteca Virtual do Ministério da Saude -



http://bvsms.saude.gov.br, acesso em agosto de 2014). Em paises desenvolvidos,
tem sido demonstrado um terceiro quadro de desnutricdo, denominado fome oculta,
resultante da alimentacdo excessiva, mas com baixo teor de nutrientes essenciais
(MALINA et al., 2004). Dois tipos principais de desnutricdo sdo descritos como
prevalentes nos tempos atuais: (a) o baixo peso para estatura (referente ao termo
inglés: wasting) e (b) a baixa estatura para idade (referente ao termo inglés:
stunting), sendo o segundo ainda mais comum do que o primeiro (Biblioteca Virtual

do Ministério da Saude - http://bvsms.saude.gov.br, acesso em agosto de 2014).

Em um estudo realizado pela Organizacdo das Nac¢des Unidas (ONU) em abril
de 2013 foi mostrado que, apesar da reducédo no indice de desnutricdo (19% em
1992 para 12% em 2013), cerca de 2 bilhdes de pessoas sofrem deficiéncias de
micronutrientes. Dentre estas, 840 milh6es de pessoas ja se encontram
cronicamente subnutridas, destacando-se as 160 milhdes de criancas menores de 5
anos em periodo crucial para o desenvolvimento da funcdo plena de 6rgdos e
sistemas (Figura 1) (Organizacdo das Nacdes Unidas - http://www.onu.org.br,

acesso em agosto de 2014).

No Brasil, aproximadamente 13 milhdes de pessoas passam fome ou sofrem
com desnutricdo, dentre as quais cerca de 1milhdo sdo criancas abaixo dos 5 anos
(Portal Vencendo a Desnutrigéo - http://urlm.com.br/www.desnutricao.org.br, acesso
em agosto de 2014). Com o intuito de se reduzir o impacto so6cio-econémico da
desnutricdo e suas consequéncias, o Brasil e outros paises, criaram junto a ONU as
Metas de Desenvolvimento do Milénio — entre as se quais prevé a diminuicdo pela
metade em até 2015 do numero de pessoas que passam fome em relacdo a década

de 90. Segundo documento divulgado pela Organizacado das Nac¢des Unidas para a
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54% na década de 90 reduziu para 15% em 2013 e atualmente se encontra em
6,9% (Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentagédo e a Agricultura, acesso
em agosto de 2014). De acordo com os ultimos dados apresentados pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2009, 8,5% da populacdo brasileira
(16,27 milhGes de pessoas) ainda se encontram em situagdo de extrema pobreza
(definida pelo ganho mensal inferior a R$ 70,00) onde 2,7 milhBes de pessoas estédo
no Sudeste, 2,6 milhdes na regido Norte, 715 mil na regido Sul e 557 mil na regido

Centro-Oeste  (Instituto  Brasileiro de  Geografia e  Estatistica

http://www.ibge.gov.br/home, acesso em agosto de 2014).

1.2. As marcas deixadas pela desnutricao

Foi no final da década de 80 e no inicio da década de 90 que os temas
nutricdo e saude obtiveram uma nova dimensao através da nogao de que eventos
ocorridos durante o periodo fetal e pés-natal podem ser considerados criticos para
determinar alteracbes metabdlicas permanentes durante a vida adulta. Uma das
primeiras descricdbes deste fendmeno foi realizada por David J.P. Barker
(29/06/1938 — 27/08/2013), médico e epidemiologista, e ficou conhecida como a
“‘Hipotese de Barker” ou “Hipdétese da Programacao Fetal” (Barker, 1993). Esta
hip6tese propde que o ambiente do feto e da crianca - determinada pela nutricdo da
mae e da exposicdo do bebé a adversidades apds o nascimento - determina as
doencas da vida adulta. Barker acreditava que a medicina de saude publica estava
falhando e que a sua prioridade deveria ser a protecdo da nutricdo de mulheres
jovens. Numa das primeiras publicacdes, Barker e colaboradores (1989)
acompanharam até a idade adulta, 5654 homens nascidos durante 1911-1930

(periodos da primeira guerra mundial e da crise da bolsa de Nova lorque) em 6



distritos de Hertfordshire, Inglaterra. Deste total, 92% foram amamentados, mas
homens com menor peso ao nascimento até um ano apresentaram taxas de
mortalidade mais elevadas de doenca isquémica do coragdo. Este estudo foi
amplificado para outros grupos que demonstraram também a pré-disposicao ao
desenvolvimento de doengas cronicas como hipertensao, cardiopatias e sindrome
metabdlica (BARKER et al., 1993; BARKER, 1994; BARKER, 2002). Em um de seus
ultimos discursos publicos, Barker afirmou: “A proxima geragdo n&do tem que sofrer
com doencas cardiacas ou osteoporose. Estas doencas ndo sdo determinadas pelo
genoma humano. Elas raramente existiam ha 100 anos atras. N6s podemos

preveni-las se tivermos a vontade” (BARKER et al., 1989).

Nesta afirmacédo Barker se referia ao conceito de que insultos de natureza nao
genética ocorridos durante a fase inicial da vida, em destaque a ma qualidade da
nutricdo, disparam eventos de forma a organizar os sistemas fisiolégicos mas que
ao longo da vida determinam doencas de implantacéo silenciosa. Estes eventos sao
as “marcas” deixadas mesmo apos a melhora da qualidade da nutricdo e por isso
denominadas como “programacado” ou “impressdo metabdlica” (LUCAS, 1998;
WATERLAND & GARZA, 1999). As fases iniciais da vida sdo as fases de
desenvolvimento pré- e poés-natal, que podem ser denominadas janelas de

desenvolvimento (Figura 2).
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Figura 2: llustracédo geral dos periodos de desenvolvimento. O periodo pré-natal compreende
todas as etapas de crescimento fetal, nessas etapas a desnutricdo pode atingir o individuo de
maneira catastréfica, pois é onde existe o desenvolvimento de muitos 6rgaos e sistemas. O periodo
pés-natal compreende todas as etapas até o desmame, a nutricdo €, portanto, assim como no pré-
natal somente influenciada pela nutricdo materna. O periodo crénico ocorre apés o desmame e
dependendo do tempo de permanéncia do quadro de desnutricdo nesse periodo os danos podem ser
irreversiveis (Adaptado de FOWDEN et al., 2006).

to

Algumas relacdes entre o tipo de insulto na janela de desenvolvimento e as
doencas na idade adulta foram selecionadas na Tabela 1. Por todo o exposto, o
periodo e o tempo de exposicao a estimulos ou insultos nutricionais nas diferentes
janelas de desenvolvimento podem determinar o aparecimento, a progressao e a
gravidade de uma doenca. Em mamiferos, apesar da maior parte do
desenvolvimento com intensa divisao celular e organogénese ocorrer na vida intra-
uterina, em alguns o6rgdos (como por exemplo, o rim e o coragao) este
desenvolvimento continua apds o nascimento, demonstrando que nao s6 o periodo
pré-natal, mas também a fase de desenvolvimento pds-natal (lactacao) e infantil até
0 quinto ano de vida sdo cruciais para o correto funcionamento do organismo
guando adulto (BENABE & MARTINEZ-MALDONADO, 1998; NYIRENDA et al.,

1998).



Tabela 1: Principais insultos ocorridos na vida adulta em decorréncia da desnutricao
em uma determinada janela de desenvolvimento.

Janela do
Desenvolvimento

Insulto

Referéncias

Desnutricdo Pré-Natal
(intrauterina)

Hipertensao arterial,
intolerancia a glicose e
aumento da sensibilidade a
insulina associados ao excesso
de glicocorticdides circulantes
in Gtero.

NYRIENDA et al., 1998
WHORWOOD et al., 2001

Diminui¢do do nimero de
néfrons, distlrbios no
transporte renal de Na', doenca
renal crénica.

VIEIRA-FILHO et al., 2014
LUYCKX & BRENNER, 2015

Alteracéo do processo
reprodutivo.

HERNANDEZ-JULIAN et al.,
2014

Comportamento e
desenvolvimento neurolégico.

AKITAKE et al., 2015

Aumento da expressao dos
receptores beta adrenérgicos
no coracgéo, indicios de
remodelamento e insuficiéncia
cardiaca na idade adulta

FERNANDEZ-TWINN et al.,
2006

Desnutricdo Pds-Natal
(restricao nutricional
protéica enquanto filhotes,
lactacional)

Disturbios no metabolismo de
carboidratos e na regulacdo da
presséo arterial na vida adulta
em modelos animais.

WHORWOOD et al., 2001
LANGLEY-EVANS, 2009

Aumento de catecolaminas
circulantes e reducédo da
contratilidade cardiaca.

LANGLEY-EVANS et al., 1996
PETRY et al., 2000

VICKERS et al., 2000
LANGLEY-EVANS, 2009

Diminuigdo do numero de
néfrons, deposicao de
colageno, alteragdo do
transporte renal de Na*

LUZARDO et al., 2011

Desnutricdo Pos-Natal
(desnutricao cronica)

Elevacéo da presséo arterial

LANGLEY-EVANS et al., 1996
TONKISS et al.,1998

Alteracdo da funcéo renal,
modificacdo da resposta renal a
Angiotensina Il, doenga cronica
renal.

FOWDEN et al., 2006
COSTA-SILVA et al., 2009
SILVA et al., 2014a

Alteracéo do processo
reprodutivo.

MUZI-FILHO et al., 2013

Cardiopatia

RICH-EDWARDS et al.,1997
FORSEN et al., 1999

As pessoas acometidas pela desnutricdo em algum periodo da vida

apresentam elevada frequéncia de sequelas fisicas e mentais, de implantacao

silenciosa, que podem se manifestar de forma aguda ou crénica (MONTE, 2000).




Tais sequelas por vezes levam a morte do individuo e em outras situacdes a
guadros morbidos que passam a onerar o Estado principalmente na area de saude
publica. Segundo dados da FAO, a apatia e fraqueza causadas pela desnutricao
reduzem o desempenho no trabalho afetando o desenvolvimento econdmico
principalmente dos paises emergentes. As estimativas indicam que a desnutricdo
ocasione uma perda de até 5% da renda global por ano, em termos de perda de
produtividade e despesas governamentais com saude (Organizacdo das Nacdes

Unidas para a Alimentacg&o e a Agricultura, acesso em agosto de 2014).

No caso das doencas cardiovasculares, foco desta tese de doutorado, a ONU
vem destacando que paises antes pobres e hoje considerados emergentes,
apresentam oito vezes mais mortes associados a fatores de riscos cardiovasculares
do que os paises desenvolvidos (Organizacdo das NacOes Unidas, acesso em
Agosto de 2014). No Brasil a taxa de mortalidade causada por doencas
cardiovasculares ascendeu em torno de 25% em 2008 (periodo em que programas
governamentais de combate a fome e a desnutricio comecaram a ser
implementados) evidenciando uma relacdo entre doengas cardiovasculares e
mudanca na condicdo nutricional (Ministério da Saude — DATASUS Plano Nacional
de Saude, 2012). O portal do Ministério da Saude brasileiro mostra que a
prevaléncia estimada de portadores de doencas cardiacas € de 17 milhdes de
pessoas. S&o atendidos pelo Sistema Unico de Satde (SUS) 12,8 milhdes destes
pacientes sendo a maioria proveniente das regifes norte e nordeste (Ministério da
Saude — DATASUS Plano Nacional de Saude 2008/2009-2011), regifes que
conhecidamente apresentam altos indices de desnutricdo. Outro estudo com uma
populacdo adulta beneficiaria do programa Bolsa Familia no municipio de Curitiba

mostrou que cerca de 48% dos individuos que mudaram sua condi¢cdo nutricional



apos a implementacdo do programa apresentaram aumentada circunferéncia
abdominal e risco de desenvolvimento de doencga cardiovascular (LIMA et al., 2011).
Por todo o exposto, podemos considerar que a mudanca da qualidade nutricional

também pode promover doenca na idade adulta.

1.3. Os 25 anos da Dieta Basica Regional: o que aprendemos com ela?

Apesar de diversos modelos experimentais atestarem a ocorréncia de doencas
associadas a desnutricdo infantil, a maioria dos trabalhos nado utiliza dietas que
refletem a inadequacdo dos regimes alimentares caracteristicos de éareas de
desnutricdo endémica do Brasil. Pensando nisso, pesquisadores da Universidade
Federal de Pernambuco buscaram uma aproximacdo com a realidade do pais.
Desta forma, TEODOSIO e colaboradores (1990) elaboraram a Dieta Basica
Regional (DBR) utilizando alimentos muito consumidos pela populacédo do nordeste
brasileiro especificamente na regido de cultivo de cana-de-acucar do estado de
Pernambuco. A dieta é composta por quatro principais alimentos consumidos por
essa populacdo: o feijjdo mulatinho (Phaseolus vulgaris), a batata doce (Iponea
batatas), a farinha de mandioca (Manihot esculenta) e o charque (carne bovina
salgada e prensada). A analise nutricional dessa dieta demonstrou um baixo
contetdo e qualidade de proteinas (apenas 8% do total quando o recomendado é
25%), escassez de aminoacidos essenciais, baixo conteudo de gordura e grande
quantidade de carboidratos (TEODOSIO et al., 1990). Apesar de ser isocalérica
guando comparada as dietas padrdo, na DBR a maior parte do contetido energético
€ obtido dos carboidratos da batata doce e da farinha de mandioca. Os niveis de
vitamina C, biotina, tiamina, riboflavina, PABA, piroxidina, inositol, cianocobalamina

e colina sdo muito baixos. O nivel extremamente baixo de vitamina A,
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provavelmente pode ser consequéncia da auséncia de frutas e vegetais, da baixa
qualidade do ingrediente de origem animal e o fato de que a batata doce é
comumente ingerida sem casca. Vale a pena ressaltar, que como resultado da
ingestdo cronica da DBR, o conteudo plasmatico de aminoécidos dos ratos
acometidos pela desnutricdo sofre alteragOes importantes: aumento de L-serina, L-
treonina, L-histidina, L-alanina e L-glutamina e o decréscimo de L-valina e L-leucina,
sugerindo uma protedlise tecidual como tentativa de compensar a baixa qualidade
das proteinas ingeridas (SILVA et al., 2014b). Por conta destas caracteristicas, esta
dieta também abrange a realidade nutricional de paises da Africa, Asia e América
Latina, bem como das regides da periferia dos grandes centros urbanos (SAWAYA

et al., 1995).

Nestes 25 anos, muitos foram os conhecimentos adquiridos com a utilizacao
da DBR como modelo de ma-nutricdo, destacando-se duas grandes linhas de
pesquisa. A primeira, liderada pelo préprio grupo da Profa. Naide Teoddsio e do
Prof. Rubem Guedes (Universidade Federal de Pernambuco) em colaboragdo com
o Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, acerca dos efeitos da ma-nutricdo sobre a formacdo do sistema nervoso,
na mielinizacdo e organizacdo do nervo optico (ANDRADE et al., 1990; ALMEIDA et
al., 2005; BARROS et al., 2006). A segunda linha, liderada pelo grupo da Profa.
Eridan de Medeiros Coutinho sobre os estudos epidemiolégicos e anatomo-
patolégico da relacdo hospedeiro-parasito na esquistossomose mansbnica em
fungé@o da ma-nutricdo (COUTINHO et al., 1992; FERREIRA et al., 1993; NEVES et
al., 2001). Outros estudos também demonstraram a influéncia da desnutricdo

multifatorial em processos de cicatrizacdo da pele, onde observou-se uma reduzida
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expressdo de fibronectina em animais desnutridos (DE SOUZA et al., 2014) e

defeitos de reprodugéo em ratos adultos machos (MUZI-FILHO et al., 2013).

Através da colaboracédo iniciada em 2006 entre as Universidades Federal do
Rio de Janeiro e a Federal de Pernambuco no marco dos projetos “Casadinho-
CNPq” e “PROCAD-CAPES”, a investigacao a cerca dos mecanismos moleculares
envolvidos no trinbmio desnutricdo—hipertensdo—rim foi estabelecida. Foi
demonstrado que, independente da janela do desenvolvimento onde ocorre a
desnutricdo, o manejo de Na* no tabulo proximal é alterado: a atividade da (Na'/K")
ATPase sensivel a ouabaina € aumentada em detrimento da diminuicdo da
atividade da Na'-ATPase, insensivel a ouabaina (COSTA-SILVA et al., 2009;
VIEIRA-FILHO et al., 2009). Foi observado ainda aumento do estresse oxidativo e
insensibilidade a Ang Il associados ao desbalanco das atividades das proteinas
cinases C (PKC) e A (PKA) (CABRAL et al.,, 2012; SILVA et al.,, 2014b). Na
desnutricdo cronica foi demonstrado que o aumento da reabsorcéo proximal de Na*
(COSTA-SILVA et al., 2009) leva a expansdo do volume plasmatico,
desempenhando um papel central na hipertensdo de origem renal (SILVA et al.,
2014a; SILVA et al., 2014b). E sabido que a doenca renal pode ser tanto causa
como consequéncia da doenca cardiovascular. Portanto, € de se esperar que 0s
distarbios renais provocados pela desnutricdo possam impactar 0 sistema
cardiovascular e este afetar o sistema renal, tornando-se um ciclo vicioso e

agravando o estado clinico do paciente.

Para o entendimento das questbes de como a desnutricdo pode acarretar na
vida adulta doencas cardiacas, serdo discutidos inicialmente alguns pontos-chaves

para o entendimento dos aspectos fisioldégicos e da avaliacdo da fungéo cardiaca.
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1.4. O coracgéo

O aparelho cardiovascular funciona para fornecer e manter suficiente e
continuo o fluxo sanguineo aos diversos tecidos do organismo, segundo as suas
necessidades metabdlicas para o desempenho das funcbes que devem cumprir
diante das diversas exigéncias funcionais a que o organismo esta sujeito. O coracao
€ um orgao muscular, localizado na regido mediastinica, que possui quatro
cavidades (duas auriculares e duas ventriculares) e um sistema de valvulas — que
garantem a ejecdo de sangue em uma sO direcdo. O conteudo sanguineo que
chega ao atrio direito do coracdo proveniente dos tecidos periféricos € entéo ejetado
ao ventriculo direito e posteriormente aos pulmdes onde é oxigenado e enriquecido
configurando a circulacdo pulmonar. ApGs as trocas gasosas, 0 sangue retorna ao
atrio esquerdo sendo propelido pelo ventriculo esquerdo para os demais tecidos

configurando a circulacdo sistémica (BERNE et al., 2009).

1.4.1. Avaliacdo do desempenho cardiaco

As células miocardicas possuem elementos contrateis responsaveis pelo seu
encurtamento e consequentemente reducdo do volume das camaras cardiacas
levando a propulsdo do sangue a cada ciclo cardiaco. Cada célula muscular
cardiaca é composta de sarcébmeros contendo um arranjo linear de filamentos
espessos (contendo miosina) e finos (contendo actina). Atrelada ao filamento fino
existe uma familia de proteinas chamada troponina. Mudancas no comprimento do
sarcomero alteram a relacdo geométrica entre os filamentos espessos e finos, de
forma que se obtem a maior forca quando ocorre a sobreposicao ideal entre estes
filamentos. Esta relagcdo € empregada para caracterizar as propriedades contrateis

sistélica (contracéo) e diastélica (relaxamento) do coracéo evidenciadas na curva de
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Frank-Starling (OKOSH & TUCCI, 1996; SHIELS & WHITE, 2008; BERNE et al.,
2009). A relacdo de Frank-Starling €, portanto, uma propriedade intrinsica do
miocardio, no qual o aumento do comprimento ou do volume ventricular resulta em
aumento da performance durante a contracdo subsequente (FUCHS & SMITH,

2001) (Figura 3).
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Figura 3: Gréfico ilustrativo demonstrando a relagdo entre incrementos do volume ventricular
diastolico final, relacionado ao retorno venoso (Ventricular end-diastolic volume) e aumento
da capacidade responsiva do débito cardiaco (Stroke volume) A Lei de Frank-Starling define que
existe uma relagédo proporcional entre o volume diastolico final e o débito cardiaco dentro de certos
limites. Estes limites dependem da correta interacdo entre os miofilamentos de actina e miosina.
Quando ocorre o comprometimento dessa relacdo é instaurada a insuficiéncia cardiaca, onde o
coracdo ndo responde com aumento de forca de contracdo ao aumento na pré carga (disfuncéo no
venticulo esquerdo - VE) (BERNE et al., 2009).

De uma forma geral a insuficiéncia cardiaca pode apresentar diferentes formas
de manifestacéo sendo as disfuncdes sistélica e diastolica as mais comuns. A falha
do mecanismo de Frank-Starling pode ser observada em ambas. Na insuficiéncia

cardiaca sistolica a incapacidade em responder ao mecanismo compensatorio (pré
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carga aumentada) gera um déficit no débito cardiaco e na fracdo de ejecédo (VASAN
et al., 1999; MESQUITA et al., 2004; FIGUEROA & PETERS, 2006). A insuficiéncia
cardiaca diastdlica é caracterizada por uma funcdo sistdlica e débito cardiaco

preservados e disturbios de relaxamento miocardico com complacéncia ventricular

reduzida (MESQUITA et al., 2004; LOFREDO et al., 2014).

Em termos gerais, o desempenho cardiaco pode ser avaliado através de
guatro pilares: pré-carga, pos-carga, contratilidade e frequéncia cardiaca. A pré-
carga, que se refere ao grau de estiramento dos sarcémeros logo antes do inicio da
sistole, geralmente é definida para o ventriculo como a pressao diastélica final ou
volume diastdlico final — dois parametros que se inter-relacionam pela relacdo de
Frank-Starling. A pos-carga se refere as forcas fisicas que precisam ser superadas
(refletidas pela resisténcia vascular periférica) para os miocitos se encurtarem
fazendo com que o ventriculo ejete o sangue. A contratilidade é a forca intrinseca
do musculo cardiaco independente das condi¢des externas impostas, ou pela pré-
carga ou pela pés-carga, e pode ser medida através das funcdes sistdlica (pressao
desenvolvida no ventriculo esquerdo: PDVE e velocidade de contracao: +dP/dT) e
diastélica (velocidade de relaxamento: -dP/dT). J& a frequéncia cardiaca é
importante para a regulacdo do débito cardiaco — que € a quantidade de sangue
ejetado a cada batimento cardiaco e regulada pelo sistema nervoso autbnomo

(GUYTON & HALL, 2011).

1.4.2. Alinervacao do coragao

Cada ciclo se inicia com a geracdo de potenciais espontaneos no nodo
sinusal, sendo propagados pelos atrios e posteriormente para 0s ventriculos. A

eficiéncia do bombeamento cardiaco é ainda garantida por nervos simpaticos e
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parassimpaticos. Assim, para cada valor de pressédo atrial, 0 débito cardiaco pode
ser aumentado por mais de 100% pela estimulacdo simpatica e reduzido para até
zero, ou quase zero, pela estimulacdo vagal (GUYTON & HALL, 2011).
Basicamente os receptores constituintes do sistema simpatico e parassimpatico
cardiacos respondem a flutuagbes na pressao arterial, sendo ativados e ativando
fungBes no coracdo que corrijam possiveis alteracdes pressoricas identificadas.
Trés grupos de receptores sao ativados por mudanca de pressao nas camaras
cardiacas. Os receptores no endocardio (nas juncdes das veias cava superior e
inferior com o &trio direito e de veias pulmonares com o atrio esquerdo) sao
conectados ao sistema nervoso central por fibras vagais mielinizadas. Os
receptores distribuidos em todas as camaras do coragdo sdo conectados ao
sistema nervoso central por fibras vagais ndo mielinizadas, e 0s receptores
difusamente distribuidos por todas as camaras cardiacas conectados a medula
espinhal o fazem por fibras mielinizadas e ndo mielinizadas trafegando com os

nervos simpéaticos (MICHELINI, 2000; IRIGOYEN et al., 2001).

A estimulacdo simpatica no coracdo se da em grande parte por receptores
adrenérgicos do tipo B (B-AR), desencadeando os efeitos inotrépicos e
cronotrépicos positivos das catecolaminas (GUIMARAES & MOURA, 2001). Os
receptores B, classicamente sao conhecidos por atuarem através da estimulagao da
adenilato ciclase a partir da ativacdo da proteina Gs (G estimulatoria), elevando a
formacdo de AMPc e estimulando a atividade dos canais de Ca®" voltagem-

dependentes (GUIMARAES & MOURA, 2001) (Figura 4).
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B1AR B.AR
Coragao normal: 70-80% Coragao normal: 20-30%
Insuficiéncia cardiaca: 50% Insuficiéncia cardiaca: 50%

Figura 4: Vias de sinalizacdo distintas e localizagao celular dos receptores f; € B, em
cardiomidcitos sadios e insuficientes. B1AR medeia efeitos cronotropicos e inotropicos via
catecolaminas e estimulo de proteina Gs. B2AR é normalmente confinado em caveolas e medeia o
nivel de contragdo dos cardiomidcitos via Gs, entretanto também acopla proteina Gi o que resulta em
efeitos antiapoptoticos. (AC- adenlato ciclase; cAMP- AMP ciclico). Retirado de BRUM et al., 2006.

No coracgao sadio, as principais isoformas dos B-AR sdo as do tipo 1 e 2 expressas
na razédo 70:30 (BRUM et al., 2006). Em estudos mais recentes, parecem exercer
algumas ac0des similares e a0 mesmo tempo inversas no coracdo. Ambos possuem
acOes contrateis embora os receptores B; estimulem a apoptose de cardiomidcitos
em situacdes de sobrecarga enquanto os receptores 3, possuem efeitos cardiacos
antiapoptoticos (SALAZAR et al., 2013). Os ;AR medeiam os efeitos cronotropicos
e inotropicos das catecolaminas através da proteina Gs. (GUIMARAES & MOURA,

2001; SALAZAR et al., 2013). Os B2AR estdo normalmente confinados em cavéolas

das membranas plasmaticas dos cardiomiocitos e a sua localizacdo é essencial
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para a sua via de sinalizacdo. Quando acoplado a proteina Gs, ocorre 0 aumento
transiente da contracao e, acoplado a proteina Gi apresenta efeitos anti-apoptéticos
(BRUM et al., 2006; LYMPEROPOQULOS et al., 2013). Vale a pena ressaltar que os
B2AR mantém contratilidade cardiaca em individuos com insuficiéncia cardiaca
(SALAZAR et al., 2013). Nessa condi¢cao, a relagdo de expressao entre ;AR e
B2AR passa para 50:50, uma vez que BiAR se dessensibiliza e a inibicdo da
proteina cinase reguladora de proteina G (GRK2), que fosforila B,AR, aumenta a
capacidade contratil e diminui a apoptose tecidual (Figura 4) (BRUM et al., 2006;
SALAZAR et al., 2013). J4, em menor proporcao, BsAR induzem inotropismo e

cronotropismo negativos (GAUTHIER et al., 1996).

A hiperatividade simpética tem sido associada a diversas doencas
cardiovasculares tais como aterosclerose (LEIMBACH et al.,1986), sincope ou
morte subita (ZYSKO et al.,, 2007), hipertensdo (GRASSI, 1998), insuficiéncia
cardiaca (LYMPEROPOULOS et al., 2013), bem como as doencas comumente
associadas as esses quadros como hiperglicemia e diabetes mellitus (HUGGETT et
al., 2003), obesidade e sindrome metabdlica (GRASSI et al., 2007), e a doenca
renal (MASUO et al., 2010). Durante a insuficiéncia cardiaca outros mecanismos
neurohumorais sdo superativados como 0 sistema renina-angiotensina-aldosterona
configurando um quadro de elevacdo de angiotensina Il circulante adicionada a
elevacao das catecolaminas (VON LUEDER & KRUM, 2013). Tais mecanismos Sao
principalmente necessarios para compensar a disfuncdo cardiaca como previsto
pela lei de Frank-Starling ja descrita anteriormente. No entanto, em permanecendo
0 insulto, esses mecanismos podem piorar o trabalho cardiaco por gerar

progressivas adaptacdes negativas (como hipertrofia cardiaca) e conduzir a fase de
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insuficiéncia cardiaca descompensada, levando ao o6bito (COHN et al., 1984;

LYMPEROPOULOS, 2013).
1.4.3. Mecanismos moleculares envolvidos na insuficiéncia cardiaca

Conforme ja introduzido anteriormente, os estimulos patofisiolégicos para a
progressédo da insuficiéncia cardiaca incluem forcas mecanicas (pressao e volume)
e neuro-hormonais (com destaque para 0 sistema nervoso simpatico). Estes
estimulos convergem para uma sinalizacdo intracelular alterada e que envolvem o
distirbio na homeostasia intracelular do fon Ca** e modificacdes da atividade de
proteinas cinases, que podem modificar o nivel de espécies reativas de oxigénio

(KAJIWARA et al., 2000; MESQUITA et al., 2004; CHO et al., 2014).
1.4.3.a. Homeostasia intracelular de Ca?* no corac&o insuficiente

O relaxamento cardiaco ocorre com a progressiva queda das concentracdes
de Ca®" intracelulares no qual basicamente quatro sistemas estéo envolvidos: (1)
sequestro do Ca?" pela Ca**-ATPase de reticulo sarcoplasmatico (SERCA 2a); (2)
efluxo pelo trocador Na‘/Ca®*; (3) extrusdo pela Ca?*-ATPase de membrana
plasmatica (PMCA1 e PMCA4) e (4) entrada na mitocdndria por transportador
uniporte (BERS, 2001; KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014) (Figura 5). Aléem da
reduzida sensibilidade ao Ca** que sera discutida mais adiante, a prépria corrente
de Ca?" intracelular estd comprometida na insuficiéncia cardiaca. PIESKE e
colaboradores (1995) utilizando uma fotoproteina bioluminescente, demonstraram
que o transiente de Ca®" aumenta proporcionalmente ao aumento da frequéncia
estimulatoria em corac¢des normais e diminui em coragdes insuficientes. Da mesma

forma, foi mostrado que frente a um aumento na taxa de estimulagdo de miocéardio
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normal ha um proporcional aumento na taxa de captacdo Ca?* para o reticulo, e isso
nao ocorre no miocardio insuficiente (PIESKE et al., 1999). Isso indica um incorreto
estoque de Ca** no reticulo sarcoplasmatico presente na insuficiéncia cardiaca,

apontando para uma deficiéncia da SERCA (Figura 6).

Figura 5: llustracao esquematlca indicando a estrutura do sarcémero cardiaco associado com
tubulos-T. O influxo de Ca®* a partir do fImdo intersticial durante a excitagdo causa liberacdo de ca*
do reticulo sarcoplasmético (SR). Esse ca’™ é |mportante para sistole ou contra(;ao cardiaca. O
relaxamento ocorre como resultado da entrada do Ca®* no SR pela Ca” ATPases de reticulo
(SERCA) e de membrana (PMCA); por extrusdo pelo trocador Na fIca® (NCX) e pela mitocéndria.
Retirado de KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014.
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Figura 6: (A) Relagdo entre a forca e frequéncia de estimulo em miocardio humano normal
(nonfaling) e insuficiente (DCM). Sinal da luz da fotoproteina em mV e sinal da forca isométrica em
mN séo dados por niveis de estimulacdo de 30 batimentos/minuto e 120 batimentos/minuto (Retirado
de PIESKE et al.,, 1995). (B) Dependéncia da frequéncia na forca isométrica na contratura de
miocardio humano normal (nonfaling) e insuficiente (faling). A contratura do miocardio reflete o
contetido de Ca*" do reticulo sarcoplasmatico; significativamente diferente a apartir de 0.5 Hz
(Retirado de PIESKE et al., 1999).

Em modelo de rato com infarto no miocéardio, a reducdo da expressdo da
enzima SERCA foi correlacionada com o progressivo aumento da severidade da
insuficiéncia cardiaca (ZARAIN-HERZBERG et al.,, 1996), similarmente uma
reducdo nos niveis de RNAmM da SERCA foi observada em miocardio ventricular
esquerdo de ratos com insuficiéncia (FELDMAN et al., 1997). A reducédo da
expressdo da enzima também foi observada em coragBes de porcos com
insuficiéncia cardiaca compensada e nesse caso 0S animais ndo manifestaram

sinais clinicos do quadro (KISS et al.,, 1995). Em humanos ha estudos que
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demonstram a reducéo da expressdo da mesma na insuficiéncia cardiaca associada
inclusive a reducdo na sua atividade (LIMAS et al., 1987; SCHWINGER et al.,

1995).

O trocador Na'/Ca®* é outro elemento responsavel pela homeostasia
intracelular do Ca** que tem seu transporte alterado na insuficiéncia cardiaca
(HASENFUSS & PIESKE, 2002). E um transportador voltagem-dependente e
reverte seu modo transportador durante todo o potencial de acdo (SCHULZE &
LEDERER, 1997; RUKNUDIN et al.,1997). Em cora¢des normais é o principal
mecanismo extrusor de Ca** no miocéardio, retirando um fon Ca®* a cada trés fons
Na" inserido no citoplasma. Quando a frequéncia cardiaca aumenta, em resposta ao
estimulo B adrenérgico, por exemplo, a concentragio intracelular de Na* aumenta,
isso favorece a lentificacdo do trocador ou até mesmo o seu modo reverso de
transporte, favorecendo a entrada de Ca?* e saida de Na’. Em coracdes
insuficientes esse mecanismo parece ndo acontecer, uma vez que ja foi descrito um
significativo aumento na concentracdo de Na" intracelular em momentos distintos de
estimulo e aumento de frequéncia nesses coracdes (HASENFUSS & PIESKE,
2002). Desta forma, o trocador Na*/Ca?* ndo responde ao aumento do potencial de
acdo com a retirada do Na* e influxo de Ca?* durante a sistole. Tal incapacidade
poderia ainda estar relacionada a uma alteracdo na expressao ou atividade da
enzima (Na'/K")ATPase (SHAMRAJ et al., 1993; SCHWINGER et al., 1999). Em
diferentes modelos animais (utilizando cées, porcos, coelhos e ratos) de
insuficiéncia cardiaca, o aumento da expressdo do trocador Na*/Ca?* foi detectado
(O'ROURKE et al., 1999; LITWIN & BRIDGE, 1997; AHMMED et al., 2000; HOBAI &
O'ROURKE, 2000; SIPIDO et al., 2000; POGWIZD et al., 2001). Em humanos ja foi

observado aumento na expressdo do trocador em insuficiéncia cardiaca e
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associado a isso uma reducdo na funcéo diastdlica ventricular (HASENFUSS et al.,
1999). Todos esses estudos demonstram o aumento da expressao do trocador com

intencdes compensatorias, na tentativa de reparar o dano diastolico instaurado.

De maneira interessante alguns trabalhos tentam correlacionar alteracdes nos
trocadores com as observadas na SERCA em diferentes estagios da insuficiéncia
cardica. HASENFUS & PIESKE (2002) calcularam a raz&o entre a expressado do
trocador Na*/Ca®* e a da SERCA na insuficiéncia cardiaca terminal. Observaram
uma razao absoluta de trés entre a expressao do trocador e da SERCA, atestando
gue em estagios finais da insuficiéncia cardiaca o trocador passa a assumir grande
parte da responsabilidade na extruséo do Ca®" quando comparado a SERCA
(HASENFUS & PIESKE, 2002). Ainda nesse contexto, e analisando diferentes
estudos o autor identificou dois possiveis fenotipos para insuficiéncia cardiaca
terminal: (1) aumento da expressdo do trocador com expressdao da SERCA
inalterada e (2) expressao inalterada do trocador e reducdo na expressdo da
SERCA. No primeiro grupo, a funcdo diastélica encontrou-se preservada (grande
capacidade em eliminar o Ca*") e a sistélica prejudicada (recaptagéo de Ca®" para o
reticulo € minima); no segundo grupo uma reduzida capacidade em extruir e
recaptar o Ca®" foi observada gerando, portanto um quadro de intenso prejuizo
sistolico e diastolico. Em ambos os casos, a funcdo -cardiaca tornou-se

comprometida.
1.4.3.b. Correlacéo entre proteinas cinases e insuficiéncia cardiaca

E conhecido que a proteina cinase C (PKC) modula a fungéo cardiaca através
da fosforilagéo de proteinas do miofilamento como a troponina I (cTnl) e a proteina

C de ligacdo a miosina (cMyBP-C). O resultado final gerado posterior a essa
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fosforilacdo parece ser diferente de acordo com o insulto que a gerou:
compensatério ou patologico. Alguns estudos demonstram uma velocidade de
encurtamento mais rapida e maior poder das fibras associada a um aumento na
atividade da PKC gerando um efeito inotrépico positivo como mecanismo
compensatério a alguma patologia (Pl & WALKER, 2000; HUANG et al., 2001).
Outros estudos demonstram um efeito inibitério sobre a contratilidade, com reducéo
na atividade das ATPases das miofibrilas e atenuacdo da ativagdo exercida pela
proteina cinase A (PKA), reduzindo em torno de 62% a producédo de forca pela
miofibrila, sendo essa caracteristica estabelecida como a causa dos eventos
patologicos observados (NOLAND & KUO 1991; NOLAND et al., 1991; JIDEAMA et

al., 1996; SUMANDEA et al., 2003; BELIN et al., 2007; HINKEN et al., 2012).

Da mesma forma, ainda ndo existe uma correlacéo clara entre a PKC (e suas
diferentes isoformas) com as doencas cardiovasculares, e ainda entender quando
elas atuam como causa ou consequéncia dessas doencas. LIU & MOLKENTIN
(2010) demonstraram o aumento da expressdo das PKCa, PKCB (isoformas de
PKC da familia classica: dependentes de Ca** e diacilglicerol, DAG) e PKCe
(isoforma de PKC da familia “novel”: dependente apenas de DAG) com hipertrofia,
cardiomiopatia dilatada, injuria isquémica cardiaca e infarto do miocardio. As
isoformas de PKC a e B sdo normalmente expressas em coracdes de fetos e
neonatos sendo ausentes em coragcdes adultos de ratos (BOWLING et al., 1999).
Nesse contexto apenas em ratos adultos com hipertrofia cardiaca e diabetes a
expressdo dessa isoforma parece existir INOGUCHI et al., 1992; WAKASAKI et al.,
1997). Em relagdo a insuficiéncia cardiaca especificamente, j4 foi observado “up-
regulation” da expressao das isoformas PKCa, PKCp, and PKCe (STRASSER et

al.,1996; BOWLING et al., 1999; NOGUCHI et al., 2004) em ratos adultos. Em
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coracdes humanos estudos demonstram a presenca de expressao das isoformas
PKCa, PKCBI, PKCRII, and PKCeg, entretanto, em corac¢des insuficientes hd um
aumento dessa expressdo e seguindo a andlise, a atividade total das PKC citadas
parece aumentar significativamente em estagio terminal da insuficiéncia cardiaca
(BOWLING et al., 1999). Além disso, estudos demonstram aumento da atividade e
expressao da isoforma PKCe em coragbes de ratos com fungdo de Frank-Starling
deprimida (caracteristica de insuficiéncia cardiaca) (MONTGOMERY et al., 2005,
KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014). E importante ressaltar que a PKCe ja foi
comprovadamente relacionada a fosforilagdo dos filamentos troponina | e troponina
C cardiaca o que reduz a ativacdo do miofilamento e atenua a cooperatividade dos
filamentos finos (SOLARO & RARICK, 1998). O aumento da expressdo da isoforma
PKCe esta associada também com reducéo na forca méxima ativada pelo Ca** e
aumentada fosforilagdo da troponina | e troponina C, demonstrando uma relacao
intrinseca entre essa isoforma e defeitos contrateis observados na hipertrofia e

insuficiéncia cardiaca (GOLDSPINK et al., 2004).

A estimulacao 3 adrenérgica é o principal mecanismo fisioldégico para aumento
do inotropismo cardiaco (LAYLAND et al., 2005). Esse mecanismo se inicia com a
ativacao de receptores B adrenérgicos com elevacédo dos niveis de AMPc e ativacdo
da PKA. Em relacdo a PKA, sabe-se que ela aumenta a atividade dos canais de
Ca?* ativados por voltagem do tipo L nas células musculares cardiacas, fosforilando-
os e elevando a concentragdo citossélica de Ca®* culminado com o aumento da
forca de contracdo cardiaca (KAMP & HELL, 2000). A PKA também tem como alvo
a regido N-terminal (Ser-23/24) das proteinas das miofibrilas - troponina | (cTnl),
proteina C de ligacdo a miosina (cMyBP-C) e a titina (RAO et al., 2014). A troponina

| € na realidade uma unidade inibitéria do complexo de troponinas associado ao
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filamento fino e inibe a interacdo entre a actina e a miosina quando os niveis de
Ca®" intracelulares sdo mais baixos (didstole). Durante a sistole (com ativacdo da
via adrenérgica e abertura de canais de Ca®" dependentes de voltagem) a
concentracdo de Ca’" intracelular aumenta, isso favorece a saida de mais Ca®* do
reticulo endo(sarco)plamaético, induzindo a ligagédo do Ca** a troponina C (TnC). Tal
ligagcdo induz mudancas conformacionais que atenuam a influéncia inibitéria da cTnl
promovendo interagdo actomiosina (SOLARO, 2001; LAYLAND et al., 2005) (Figura

7).

Myosin

Myosin

Figura 7: Estrutura das proteinas do filamento fino na auséncia (off) e na presenca (on) de
ca”. Ap6s a ligacao do ca” na troponina C (TnC), a regido C-terminal da troponina | (Tnl) dissocia
da actina permitindo a movimentacdo da tropomiosina (Tm) e consequentemente, a ligacdo da
miosina com a actina. Retirado de KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014.

Tanto a troponina | (Tnl) quanto a troponina T (TnT) sdo passiveis de
fosforilacdo pela PKA e PKC. A PKA parece atuar em condicbes fisioldgicas,

mantendo o correto inotropismo e cronotropismo cardiaco enquanto a PKC parece
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atuar prepoderantemente nessas proteinas em condi¢cdes de doenca cardiaca.
Ambas, PKA e PKC, diminuem a producdo de forca cardiaca como resultado da
fosforilacdo de diversos residuos de aminodcidos dessas tropomiosinas com
deslocamento do equilibrio on-off para o estado off, contribuindo assim para o

relaxamento (SOLARO & RARICK, 1998)

A maioria das estruturas observadas na Figura 5 € passivel de fosforilagéo
pela PKA. Além dos canais de Ca* de membrana plasmética como ja descrito, os
canais de Ca*" de reticulo sarcoplasmatico (sensiveis a rianodina — RyR, e ao IP3)
sdo fosforilados aumentando sua permeabilidade ao Ca®'. Ainda, o fosfolamban,
proteina que regula negativamente a SERCA e a proteina C de ligagcdo a miosina
sdo passiveis de fosforilagdo (LAYLAND et al., 2005) completando o cenéario
intracelular que explica como a fosforilacdo da PKA, responsiva a estimulacédo beta
adrenérgica, contribui para o efeito inotropico positivo e o lusitropismo. A
fosforilagcdo do fosfolamban dependente de PKA, por exemplo, aumenta a captacéo
de Ca®" para o interior do reticulo sarcoplasmatico, a fosforilagdo da cTnl (no
residuo de Ser22/23 em rato e Ser23/24 em humano) reduz a sensibilidade do
miofilamento ao Ca®" e aumenta a dissociacdo a partir da TnC, acelerando o
relaxamento (JOHNS et al., 1997; HERRON et al., 2001; METZGER e WESTFALL,

2004) (Figura 7).

Alguns estudos demonstram que alteragbes na PKA geram modificagdes no
estado normal de sistole e diastole cardiacos. SEQUEIRA e colaboradores (2013)
demonstraram que a ativagdo dependente do comprimento (funcdo de Frank-
Starling) é reduzida em pacientes com cardiomiopatia hipertrofica e isso é

acompanhado de um aumento na sensibilidade ao Ca®*" e ainda reduzida
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capacidade da PKA em fosforilar as proteinas do miofilamento (Tnl e MyBP-C).
Essa ultima caracteristica também foi observada por HAN e colaboradores (2013) e
pode estar relacionada a reducdo da insuficiéncia cardiaca (BODOR et al., 1997;
VAN DER VELDEN et al., 2003). Tal redugdo na fosforilagdo pode aumentar a
sensibilidade do miofilamento ao Ca*" e prejudicar o ciclo das pontes cruzadas,
assim como o relaxamento. Esse evento intracelular é detectado quando se
compara miocéardios insuficientes com normais, por exemplo McCONNELL e
colaboradores (1998) mostraram uma redugéo da sensibilidade dos miofilamentos

ao Ca?" induzida por aumento na atividade da PKA.

1.4.3.c. Proteinas cinases como alvo de espécies reativas de oxigénio na leséo

cardiaca

Os radicais livres sdo agentes oxidantes gerados como um resultado do
metabolismo oxidativo e possuem, pelo menos, um elétron ndo-pareado que o torna
uma espécie reativa (OCHSENDORF, 1999; HOOL, 2006; HECK et al., 2010). Em
organismos aerobicos eles sédo inevitdveis como produtos da reducdo do O, na
cadeia respiratoria mitocondrial e por sistemas enzimaticos como as NADPH
oxidases e xantina oxidases (BOVERIS et al., 1972; IDE et al., 1999; LASSEGUE
et al., 2012). Dependendo do numero de elétrons transferido diversos intermediarios
podem ser gerados como o anion superéxido (O?) e o peréxido de hidrogénio
(H20,) (KOHLER et al., 2014). Para prevenir o dano oxidativo existem alguns
sistemas de tamponamento como a superéxido desmutase, catalase, vitaminas e
flavondides (MARTINDALE & HOLBROOK, 2002). Em condig¢bes fisiologicas a
producdo de ROS e a capacidade desses sistemas estdo balanceadas (KOHLER et

al., 2014). Um aumento moderado no ROS pode alterar a expressédo ou fungao
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protéica. Isso pode soar positivamente como observado em condi¢cdes adaptativas
na isquemia e reperfusdo cardiaca (SANTOS et al., 2011). Entretanto, quando o
equilibrio € extensamente deslocado (insercdo exdgena de ROS - terapia
antineoplasica — ou aumento enddgeno - insuficiéncia cardiaca), o sistema
antioxidante pode n&o prevenir o dano oxidativo, afetando proteinas, lipidios e DNA
induzindo apoptose (THANNICKAL & FANBURG, 2000; MARTINDALE &

HOLBROOK, 2002; SEDDON et al., 2007).

Em cardiomiocitos o estresse oxidativo é capaz de gerar hipertrofia, fibrose,
apoptose e inflamacédo, levando inclusive a prejuizos no acoplamento excitagao-
contracdo cardiaco (PRACYK et al., 1998; MAACK et al., 2003; SATOH et al.,
2006; WANG et al., 2010; TSAI et al., 2012). Além disso, pode levar a danos na
neurotransmissdo simpatica com alteragbes em suas vias de sinalizacéo:
homeostasia do Ca®* e proteinas cinases (GUNES et al., 2005;

RUNGSEESANTIVANON et al., 2010; SHI et al., 2010) (Figura 8).
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Figura 8: Influéncia das ROS no acoplamento excitacdo-contracdo em varias vias. aumento da
fungéo do receptor de rianodina (RyR) e do trocador Na‘/Ca** e reducdo da SERCA e canais de
Ca”". As proteinas cinases s&o a principio ativadas pelas espécies reativas de oxigénio, mas isso
ainda n&o é claro. Adaptado de KOHLER et al., 2014.

Em relacdo a SERCA, sabe-se que em sua estrutura existem sitios altamente
reativos e propensos a oxidacdo (MURPHY, 1976). Sistemas geradores de radicais
livres (diihidrofumarato e ferro) inibem a funcdo da SERCA 2a enquanto agentes
redutores (superéxido desmutase) sdo capazes de reverter essa inibicdo
(SCHERER & DEAMER, 1986; KUKREJA et al., 1988). Em contraste, outros
estudos mostram que as proteinas cinases (PKA e calmodulina cinase) podem ser

ativadas por oxidagdo e como fosforilam o fosfolamban (proteina que regula
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negativamente a SERCA) acabam por aumentar a atividade da enzima, gerando
assim um evento contrabalanceador (MORRIS & SULAKHE, 1997). Alguns estudos
mostram uma significativa inibicdo da atividade da PMCA em condi¢des de estresse
oxidativo aumentado (ZAIDI & MICHAELIS,1999; ZAIDI et al., 2003). O trocador
Na‘/Ca** quando na presenca de altas concentracbes de ROS (peréxido de
hidrogénio) apresenta atividade aumentada tanto em células isoladas quanto em
vesiculas (REEVES et al., 1986; GOLDHABER, 1996); entretanto reduzida atividade

guando na presenca de oxidantes fortes como o hipoclorito (KATO & KAKO, 1988).

Especialmente as proteinas cinases tem sido associdas a geracao de radicais
livres com dano oxidativo celular (VIEIRA-FILHO et al., 2011). Sabe-se que a PKA
tem sua atividade aumentada na presenca de ROS e isso é acompanhado de um
aumento na sua capacidade fosforilativa. BRENNAN e colaboradores (2006)
mostraram que ao oxidarem a PKA suas proteinas alvo foram mais fosforiladas e ao
diminuirem a oxidagdo as mesmas proteinas mostraram-se menos fosforiladas. A
PKC parece ter um papel dual frente a situacdes de estresse oxidativo.
GOPALAKRISHNA & ANDERSON (1989) observaram que as isoformas das PKC
ativadas por Ca”** e fosfolipidios sdo reduzidas em atividade sobre estresse
oxidativo leve. Ao contrario, a atividade da PKC independente de Ca* e
fosfolipidios mostrou-se aumentada, gerando incertezas sobre qual isoforma esse
mecanismo se aplica (GOPALAKRISHNA & ANDERSON, 1989; KOHLER et al.,

2014)

1.5. O coragdo como 6rgédo alvo da desnutrigcdo

Como relatado acima, a desnutricAo ocasionada em janelas criticas do

desenvolvimento (da gestacdo aos primeiros cinco nos de vida) deixa marcas
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irreversiveis que se manifestaram na vida adulta, e que podem afetar as geracoes
futuras (PESSOA et al.,, 2000). Ambos os tipos de desnutricgdo pré e pos-natal
ocasionadas pela DBR impactam a homeostasia do sistema cardiovascular (SILVA
et al, 2014a; SILVA et al, 2014b; VIEIRA-FILHO et al., 2014). A maioria dos estudos
aborda as consequéncias da deficiéncia de proteinas durande a gravidez na fungéo
cardiaca da prole. Neste contexto, destaca-se o estudo de CHEEMA e
colaboradores (2005) que mostraram que a prole apresenta diminuicdo do débito
cardiaco e diminuicdo das velocidades méaximas de contracdo e relaxamento,
aumento da pressdao diastélica final ventricular e apoptose dos cardiomiocitos. Logo
em seguida, foi proposto um novo conceito chamado “predictive adaptive response”
(resposta adaptativa preditiva) que se refere as respostas adaptativas ativadas
durante o periodo de desnutricdo fetal que sdo imediatamente benéficas para a sua
sobrevivéncia, mas os efeitos em longo prazo destas adaptacdes podem ser
deletérias se o ambiente pds natal ndo se relacionar com aquele pré-natal. Desta
forma, foram observados hipertenséo, hipertrofia da aorta, faléncia renal, alteracao
do sistema renina angiotensina cardiaco (CLEAL et al., 2007). Apesar de ja estar
fora da janela critica de desenvolvimento, a desnutricdo durante o periodo pés-natal
também causa alteracdes moleculares que geram um coracao sobrecarregado por
uma hiperestimulacdo simpatica (MURCA et al., 2012) e alteracdes elétricas

cardiacas (SILVA et al., 2014a).

Diferentes tipos de desnutricdo tém sido associados a aumento na
concentracao de catecolaminas circulantes (LANGLEY-EVANS et al., 1996; PETRY
et al., 2000; VICKERS et al., 2000; LANGLEY-EVANS, 2001; LANGLEY-EVANS,
2009) e a dessensibilizacdo dos receptores B-AR. FERNANDEZ-TWINN e

colaboradores (2006) demonstraram aumento na expressao dos ;AR cardiacos em
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ratos gerados por maes alimentadas com dietas de baixa proteina. Em seu trabalho
foi constatado também a perda de sensibilidade dos (B-AR ao isoproterenol bem
como aumento da expressao da proteina [p-arrestina responsavel pela
dessensibilizacdo do adrenoceptor (FERNANDEZ-TWIN et al., 2006). O mesmo
também foi observado em animais com restricdo alimentar de curta e longa duragéo
(KLEBANOV et al., 1997). Além disso, foi detectado o aumento da expressado de
B2AR em fémeas advindas de maes desnutridas (LANGLEY-EVANS et al., 2008).
ZOHDI e colaboradores (2011) observaram responsividade cardiaca e vascular
reduzida a dobutamina em animais adultos submetidos a desnutricdo durante o

desenvolvimento precoce (gestacao e lactagao).

Embora haja consenso que a deficiéncia protéica em alguma etapa do
desenvolvimento dispare uma resposta simpatica sobrecarregando a funcéo
cardiaca, os mecanismos moleculares sdo pouco conhecidos. A hipertrofia cardiaca
observada na desnutricdo parece estar associada a ativagao da PKC classica a
(CHU et al., 2008; WANG et al, 2012). WATKINS & SINCLAIR (2014)
demonstraram a reducdo de genes envolvidos com a sinalizacdo do Ca?" em
midcitos cardiacos da prole advinda de machos submetidos ao nivel subétimo de
nutricdo. Tal achado indica que a desnutricdo pode alterar mecanismos chave para

a regulacéo do Ca*" intracelular no coracéo.

1.6. Resultados preliminares que geraram a hipétese desta tese

Em relacdo aos danos cardiovasculares no trabalho com a dieta DBR em duas
janelas do desenvolvimento (intrauterino [DBR-IU] e crénico [DBR-CR]) realizado
durante o mestrado, foram detectadas diferentes respostas adaptativas nos ratos

adultos. Foi observado que os ratos adultos DBR-CR e DBR-IU apresentam um
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aumento de presséao sistélica e reducdo do débito cardiaco. Entretanto, apenas no
grupo DBR-CR observou-se o aumento da pressao sistélica, do indice cardiaco e
pulmonar além da reducdo da fracdo de ejecdo e do volume sistolico. Utilizando
microssomas cardiacos, observamos alteracdes de proteinas envolvidas na
homeostasia intracelular do fon Ca?* devido &: (a) diminuicdo da atividade da Ca*" -
ATPase de reticulo sarco/endoplasmético (SERCA) nos grupos DBR-CR e DBR-IU;
(b) aumento da atividade e reduzida expressdo da Ca*'-ATPase de membrana
plasméatica (PMCA) no DBR-CR e diminuicdo da expressédo de PMCA no DBR-IU;
(c) aumento da expressdo de fosfolamban e FKBP12, proteinas reguladoras de

SERCA e do canal de Ca** apenas no grupo DBR-CR.

Dessa forma, a hipotese de trabalho desta tese de doutorado é que a
desnutricdo multifatorial ocasionada pela DBR ativa mecanismos moleculares
dependentes da etapa do desenvolvimento em que ocorreu a desnutricdo que

aumenta o esforco cardiaco, provocando no animal jovem a insuficiéncia cardiaca.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o impacto da desnutricdo promovida pela
dieta basica regional em dois periodos de desenvolvimento — intrauterino e crénico
— sobre funcao cardiaca no rato Wistar adulto; correlacionando com alteracdes na
maquinaria subcelular envolvida na homeostasia de Ca** e na via de sinalizacéo B
adrenérgica. Além disso, um segundo objetivo foi explorar a possibilidade da
reversao da faléncia cardiaca induzida pela desnutricao através do tratamento com

o B bloqueador propranolol.
2.1. Objetivos Especificos

1. Avaliar o impacto da desnutricdo sobre os parametros morfométricos do coracao
e dos principais 6érgaos afetados pela faléncia cardiaca.

2. ldentificar areas isquémicas no coracao dos ratos submetidos a desnutri¢ao.

3. Avaliar a funcdo cardiaca sistolica e diastélica dos ratos jovens submetidos a
desnutrigéo.

4. Delinear a relacdo presséo vs volume, através das curvas de Frank-Starling dos
ratos jovens submetidos a desnutricdo comparando com os ratos controle.

5. Determinar se o tratamento em longo prazo com o propranolol impede as marcas
na funcao cardiaca deixadas pela desnutrigao.

6. Identificar processos de estresse oxidativo lipidico e protéico no coracdo dos
ratos submetidos a desnutricao.

7. Determinar se as alteracbes na sinalizagcdo [ adrenérgica impactadas pela
desnutricdo sao revertidas no tratamento em longo prazo com o propranolol.

8. Determinar se o propranolol recupera a homeostasia intracelular do Ca** e da via

de sinalizacao associada durante o processo de desnutricao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais e tratamento com propranolol.

Ratos Wistar machos, foram mantidos em ambiente a temperatura constante (23 +
2°C), no ciclo padrdo claro/escuro (12 h/12 h), com livre acesso a agua filtrada e
racdo. Foram utilizados nos experimentos 131 ratos divididos aleatoriamente em
seis grupos descritos abaixo. Durante o periodo do estudo houve uma perda de
25% dos ratos criados sendo a maior parte das perdas no grupo desnutrido

cronicamente sem tratamento.

1. Desnutricdo intrauterina (DBR-1U): as maes se alimentaram da dieta DBR durante

0 periodo gestacional. Ap6s 0 nascimento, os ratos foram alimentados de maes
normonutridas e ap6s o desmame foram submetidos a dieta convencional.

2. Desnutricdo intrauterina associada ao tratamento com propranolol (DBR-1Up):

mesmo grupo descrito anteriormente, sendo os ratos tratados com propranolol
adicionado a 4gua de beber na dose de 30 mg/kg apdés o desmame.

3. Desnutricdo cronica (DBR-CR): logo apds o desmame foi introduzida a dieta

DBR.

4. Desnutricdo crbnica associada ao tratamento com propranolol (DBR-CRp):

mesmo grupo descrito anteriormente, sendo os ratos tratados com propranolol
adicionado a agua de beber na dose de 30 mg/kg apds o desmame.

5. Controle (CTRL): onde os ratos provenientes da prole de maes normonutridas e

alimentados com dieta comercial balanceada.

6. Controle tratado com propranolol (CTRLp): mesmo grupo descrito anteriormente,

sendo os ratos tratados com com propranolol adicionado a agua de beber na dose

de 30 mg/kg (DBR-IUp) apds o desmame.
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O numero de ratos (n) de cada grupo experimental sera descrito em cada
metodologia descrita a seguir. Quando os ratos, de todos 0s grupos experimentais,
atingiram 13 semanas de vida onde s&o considerados adultos jovens foram
eutanasiados por decapitagdo. O protocolo de manipulacdo destes animais foi
realizado segundo as normas de boas praticas e aprovadas pela comissao de ética
para o uso de animais da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CEUA-DFBCICB

007).

3.2. Dieta

Os ratos do grupo CTRL foram alimentados com uma dieta balanceada
disponivel comercialmente (Purina Agriband, Paulinia, SP, Brasil), seguindo os
padrdes de formulacdo recomendados pelo Instituto Americano de Nutricdo (AIN-

93).

A dieta DBR foi preparada conforme inicialmente descrito por TEODOSIO e
colaboradores (1990) baseada em pesquisas epidemiolégicas conforme descrito na
introducdo e composta dos seguintes ingredientes (g %): feijao (18), farinha de
mandioca (65), carne de charque (3,7) e batata doce (13). Cada um destes
componentes foi cozido, sendo a carne de charque foi ainda parcialmente
dessalgada, desidratados a 60 °C, moidos e misturados a gordura da carne (0,3 g
%). Posteriormente, foi adicionada agua até se obter uma massa consistente. A
massa foi moldada em formato de quadrados que foram desidratados a 60 °C por
24 h. Nenhum suplemento foi adicionado a dieta, sendo isocal6rica quando

comparada a dieta CTRL.
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A composicédo da DBR e da dieta CTRL estdo apresentadas na Tabela 2. A
dieta multicarenciada foi validada em experimentos anteriores que mostraram um
acentuado decréscimo da evolucdo ponderal dos ratos DBR ao longo da vida apos
0 desmame.

Tabela 2: Composicdo (g%) da DBR! e da dieta CTRL (retirado da tese de
doutorado de Paulo André da Silva submetida ao Programa de Pos-Graduagdo em

Ciéncias Biologicas, Fisiologia do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2014).

Componentes CTRL DBR
Proteinas 23 8
Carboidratos 44 69
Gorduras 2 1
Fibras 7 8
Minerais:
ca® 1,8 0,9°
Mg®* 03 0.4
K* 1,15 0,54°
Na* 0,2-0,4° 0,2-0,4°
Kcal/100g =~ 295 =~ 320

'Modificado de TEODOSIO et al., 1990

>Comunicacéo pessoal Carmen Castro-Chaves, UFPE.

®Determinacédo por fotometria de chama em amostras de dietas escolhidas
randomicamente.

3.3. Avaliacdo do conteudo de agua retida nos 0rgaos
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Apés a eutandsia, os ratos foram pesados e os 6rgdos alvo para o estudo
(coracgdo, pulméo e figado) removidos e pesados (peso Uumido). Posteriormente os
6rgdos foram alocados em estufa a 60 °C e pesados sequencialmente até que se
obtivesse valores de peso constante (peso seco). O contetudo percentual de dgua
presente em cada érgao foi calculado a partir da férmula: (peso seco/peso Umido) x

100. O namero de ratos utilizados foi de 5 para cada grupo.

3.4. Andlise Histoldgica

ApOs a eutanasia dos ratos, o coracdo foi cortado longitudinalmente em 2
partes e fixado em formaldeido a 10% em solucdo de tampéo fosfato (relacéo
volume do coracdo — volume do fixador 1:20) durante 24 h. O tecido foi desidratado
em concentracdes crescentes de alcool etilico (de 70 até 100%) sendo cada etapa
de desidratacdo com duracédo de 45 min. Em seguida, procedeu-se o clareamento,
gue é a substituicdo do agente desidratante pelo xileno, preparando o tecido para a
penetracdo da parafina (inclusdo). A inclusdo ocorreu de forma gradativa (xileno-
parafina: 1:1, 1:2 — 40 min, cada etapa — e parafina pura por 1 h a 60 °C).
Finalmente, foi realizada a fabricacdo do bloco sélido utilizando moldes metalicos
nos quais foram colocadas as amostra embebidas com parafina liquida para
resfriamento rapido e consequente solidificacdo. O tecido foi entdo seccionado em
micrétomo (modelo MRP-03, Lupe Industria e Comércio Ltda.) cuja espessura foi de

5 um e as laminas preparadas.

ApoGs o preparo das laminas os cortes foram corados para a visualizagdo do
tecido ao microscopio de luz. A coloragéo escolhida foi o Tricrémica de Masson para
a visualizagéo das fibras musculares e deteccdo de elementos fibrosos a base de

colagenos. Para isso, os cortes foram lavados em agua destilada, desidratados em
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solugbes aquosas de etanol, clareados em xileno, corados, adicionados de algumas
gotas de meio de montagem (entellan) e cobertos com uma laminula. Tal técnica foi
realizada em colaboracdo com o Laboratério de Patologia Celular e Laboratério de

Proliferacao e Diferenciacdo Celular (ICB e IBCCF — UFRJ).

As laminas dos tecidos cardiacos corados com Tricromico de Masson foram
observadas em microscopio 6ptico com aumento de 20X (Eclipse 400, Nikon,
Tokyo, Japan) e as imagens capturadas por camera fotografica digital (Evolution
Media Cybernetics Inc., Bethesda, MD, USA). Cinco campos aleatérios de cada
lamina foram fotografados, de forma que foram observadas para cada coracédo 4
laminas, sendo que cada grupo experimental era composto de 3 animais. A area
muscular foi quantificada pelo programa Image J (disponivel no site
www.rsb.info.nih.gov/ij). A porcdo muscular, correspondente a porcdo avermelhada,
foi selecionada e quantificada através da selecdo de todas as por¢cbes com a
mesma coloragdo. Posteriormente as &reas obtidas (um?) foram usadas para

calculo da média e erro padrao e representadas graficamente.

3.5. Ensaios ex vivo

Com o intuito de se avaliar a atividade cardiaca basal e a sua responsividade
ao agonista  adrenérgico isoproterenol (ISO), foram realizados ensaios em coragao
isolado utilizando a técnica de Langendorff. Uma vez heparinizados e sacrificados
por inalacdo de CO,, os coracgfes dos ratos (5 coragbes para cada grupo
experimental) foram retirados e canulados pela aorta. Foram submetidos a perfuséo
retrograda a uma taxa constante de 10 mL/min com meio de Krebs (NaCl 118 mM,
KCI 4,7 mM, KH,PO4 1,2 mM, MgSO,4 1,2 mM, CaCl, 1,25 mM, glicose 11 mM,

NaHCOs 25 mM) equlibrado com 95% de O, / 5% de CO, ‘a 37 °C. Um baldo de
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latex foi inserido no ventriculo esquerdo através da valvula mitral e conectada a um
transdutor de pressao (PowerLab System, ADInstruments, Sidney, Australia) para
registro continuo da presséo no ventriculo esquerdo. O coracgéo foi imerso em uma
cuba e a pressdo diastodlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) ajustada para 10
mmHg. Apés 30 min de estabilizagdo os parametros funcionais foram registrados na
auséncia (valores de base) e presenca de crescentes concentragdes de ISO (3 x 10°
192 10° M). A presséo desenvolvida no ventriculo esquerdo (PDVE) foi calculada
pela diferenga entre os picos de pressdo sistolica e PDFVE. Nesse contexto,
parametros cinéticos como afinidade do agonista pelo B-AR (CEsp — concentracdo
do agonista necessaria para alcancar metade do efeito maximo possivel) e efeito
maximo (Emax — efeito maximo alcancado pelo agonista através da curva
concentracao-resposta) foram avaliados. Para avaliar a relacdo presséo-volume, o
volume do baldo no ventriculo esquerdo foi ajustado para uma variacdo na pressao
diastdlica final de 0 mmHg. Incrementos de volume de 20 L foram adicionados e a
cada incremento a variacao de pressao foi registrada (Adaptado de EUN-JEONG et
al., 2010). Nesse contexto o Vo (volume necessario para que haja uma prieira
variacao da pressdao diastodlica) foi célculado por regressao linear. Para célculo dos
parametros  cinéticos, CEso foi utiizada a equagdo da curva:

Y=100/(1+10"LogEC50-X)*HillSlope) onde o coeficiente de Hill foi de 1,5 + 0,3.

3.6. Observacao da area isquémica cardiaca

ApoOs o processo de perfusdo com meio de Krebs, utilizando o aparato de
Langendorf, os coragdes (n = 3, para cada grupo experimental) foram divididos em 3
fragmentos do 4pice até a base e incubados com 1% de cloreto de trifenil tetrazoélio

(TTC) por 5 min a 37 °C (MARQUES-NETO et al., 2014). O TTC cora em vermelho
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escuro as porcdes teciduais que contém o sistema de enzimas desidrogenases
intactas. Areas recentemente necrosadas e infartadas ndo possuem atividade das
enzimas desidrogenases e, portanto ndo sao coradas, apresentando-se
esbranquicadas (FISHBEIN et al., 1981). Ap6s 5 min, os fragmentos foram alocados
em tubos falcon onde permaneceram imersos em solucdo de formaldeido 10% (v/v)

por 24 h para melhorar o contraste entre as areas saudaveis e infartadas.

3.7. Obtencao da preparacéao de ultracentrifugado total ventricular

Para investigar a ocorréncia de alteracdes da homeostasia intracelular de Ca**
foram obtidos o homogeneizado total de ventriculos de ratos (Adaptado de
SCARAMELLO et al., 2002). Os coracfes (n = 10 para cada grupo experimental)
foram retirados, sendo imediatamente imersos em solucdo de Tyrode gelada
contendo NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; NaHCO3 11,9 mM; NaH,PO, 0,36 mM; glicose
5,55 mM; CaCl, 1,77 mM e MgCl, 0,40 mM (pH 7,4). Em seguida, os ventriculos
foram dissecados, fragmentados e homogeneizados em solucdo gelada (6 mL por
mg de tecido) contendo: sacarose 250 mM, DTT 2 mM, PMSF 0,2 mM, antipaina 2
pg/mL, aprotinina 5 pg/mL, EDTA 1 mM e Tris-HCI 5 mM (Meio de
homogeneizacéo) (pH 7,4). O homogeneizado total foi obtido através de 3 ciclos de
13.500 RPM por 10 s com 20 s de pausa entre os ciclos usando um
homogeneizador Ultra-Turrax (T25 IKA Labortechnik, Staufen, Germany). Em
seguida, o homogeneizado total foi submetido a uma centrifugacdo de 100.000 g
por 1 h. O precipitado foi ressuspenso e armazenado em N liquido (QUINTAS et
al., 2000). A concentracdo de proteina destas fracdes foi medida empregando-se o

método de Lowry (LOWRY et al., 1951), usando-se albumina sérica bovina como
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padrdo. O teor de proteina da amostra foi estimado pela equagdo da reta de

regresséo linear dos padrdes e expresso em mg de proteina.mL™.

3.9. Medida das atividades Ca?’-ATPa&sica total, Ca®*-ATPéasica de reticulo
endo(sarco) plasmatico (SERCA) e Ca*-ATPasica de membrana plasmaética

(PMCA)

As preparacdes bioldgicas (0,2 mg/mL de proteina) foram incubadas a 37 °C
por um periodo de 1 h em um meio contendo: HEPES-Tris 50 mM (pH 7,4), NaN3 10
mM, EGTA 0,2 mM, MgCl, 4 mM, KCI 60 mM, Ca?* livre (10 pM), ATP-Na*1 mM e
[y-32P]ATP (3000 cpm/nmol de ATP). A reacdo foi finalizada pela adicdo de 1 mL de
uma suspenséao gelada de carvéo ativado com HCI 0,1 N seguida de centrifugacéo
a 1500 g por 15 min a 4 °C. A atividade Ca®*'-ATPasica total foi calculada
subtraindo-se a atividade basal (na presenca EGTA 0.2 mM) da atividade ATPasica
medida na presenca de 10 pM de Ca*" livre (SCARAMELLO et al., 2002). A
atividade da SERCA foi calculada pela diferenca entre a atividade Ca**-ATPasica
total e a atividade da PMCA, medida na presenga de 3 pM de tapsigargina (Tg;

inibidor especifico de SERCA).
3.10. Atividade da proteinas cinases C e A (PKC e PKA)

150 ug de histona foram adicionados em um meio de reagao contendo 20 mM
de HEPES-Tris (pH 7,0), 4 mM MgCl, e 70 yug da preparacdo de homogeneizado
ventricular total. A reacdo foi disparada com adicdo de 10 uM de ATP [y-*2P]
(atividade especifica ~ 1,5x10'* Bg/mmol). Apés 5 min a reacdo foi parada com
adicéo de 100 L de acido tricloroacético 40%. Uma aliquota de 0,1 mL foi retirada e

filtrada em filtro milipore com poro de 0,45 ym de tamanho. Posteriormente os filtros
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foram lavados com solucdo gelada de TCA 20% e tampéo fosfato 0,1 M (pH 7). A
radioatividade incorporada a histona foi quantificada em cintilagdo liquida. A
atividade especifica de cada proteina cinase foi calculada pela diferenca entre os
niveis de fosfato incorporados na histona por mg de tecido na auséncia e na
presenca dos inibidores especificos (10 nM PKAis.»4 —inibidor de PKA; 10 nM de
calfostina C — inibidor das isoformas de PKC dependentes de DAG) (VALVERDE et

al., 2011).

3.11. Fosforilacao regulatéria da PMCA

A fosforilacédo regulatéria da PMCA foi determinada como previamente descrito
(MUZI-FILHO et al., 2013). 100 yg de homogeneizado ventricular total foram
incubadas em um meio de reacdo contendo 50 mM de HEPES-Tris (pH 7,4), 0,5
mM de ouabaina, 5 mM de MgCl,, 10 mM de NaNsz, 10 mM de NaF, 0,3 mM de
EGTA, 0,31 mM CaCl, (10 pM de Ca** livre) a 37 °C. A reacdo foi iniciada com
adicdo de uma mistura contendo 5 mM [y-*?P] (atividade especifica ~3,0 x 10™
Bg/mmol) e 120 mM de KCI (concentracao final). Apés 10 min, a reacao foi parada
com 50 mL de tampao de amostra, submetida a separacdo de proteinas com SDS-
PAGE (6% bis-acrilamida/acrilamida) e as proteinas transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. Estas membranas foram expostas por 48 h a uma tela
sensivel a radiagdo (phosphor screen) e analizadas usando o Phosphorimager
Storm 860 (Molecular Dynamics) para medir a intensidade da banda de 140 KDa
correspondente a PMCA fosforilada detectada com anticorpo primario especifico
para a mesma. Para determinar o nivel de fosforilagdo mediada por cada proteina
cinase, inibidores especificos foram adicionados: 10 nM PKAis.;s, para bloquear a

atividade da PKA ou 10 nM calfostina C para garantir a inibicdo das isoformas de
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PKC dependentes de DAG. Os niveis de fosforilagdo mediada por proteina cinase
foram calculados pela diferenca entre a intensidade das bandas obtidas com a
fosforilacdo total e na presenca do seu inibidor especifico. Uma vez que o seu
contetdo protéico de PMCA é diferente entre os ratos CTRL e DBR, os resultados

foram normalizados pela densitometria da banda de 140 KDa.

3.12. Eletroforese e imunodetecc¢éo

Para analise do conteudo protéico dos diferentes constituintes do
homogeneizado ventricular total foram realizados ensaios de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo o método de LAEMLI (1970). 60 pg de
proteina foram separadas por SDS-PAGE e transferidas para uma membrana de
nitrocelulose. As membranas foram blogueadas por 60 min em solu¢édo de bloqueio
[TBS (2,42 g de Tris e 8 g de NaCl diluidas por L de agua, pH 7,6) contendo 0,5%
de Tween 20 (TBS-T) e leite em pd 5%] por 60 min, a temperatura ambiente, sob
leve agitacdo. Em seguida, a membrana foi pré-incubada durante 60 min com
anticorpos primarios especificos contra as proteinas a serem identificadas
(anticorpo IgG policlonal anti PKC a na diluigao de 1:500, IgG policlonal anti PKC ¢
na diluicdo de 1:500, IgG policlonal anti receptor B1AR na diluicdo de 1:1000, IgG
policlonal anti PKA na diluicdo 1:200, IgG monoclonal anti trocador Na*/Ca®* na
diluicdo de 1:1000). Apos esta etapa a membrana foi lavada 3 vezes com TBS-T
sob leve agitacdo (durante 15, 5 e 5 min). Em seguida, a membrana foi incubada a
temperatura ambiente por 60 min com anticorpos secundarios fluorescentes (IgG de
camundongo ou coelho), diluidos em TBS (1:10000) em vasilhames protegidos da
luz, recobertos com papel laminado. Passado o tempo de incubacdo, a membrana

foi entdo lavada novamente com TBS-T. As bandas imunomarcadas pelos
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diferentes anticorpos primérios foram reveladas utilizando-se o scaner Odssey CLx
Infrared Imaging System (Li-cor Inc, United Kindom). A intensidade das bandas
protéicas imunomarcadas foi analisada pelo programa Scion (verséo alfa 4.0.3.2). O
controle de carregamento utilizado foi a densitometria do contetdo de proteina total
detectado com vermelho de Ponceu, uma vez que a desnutricdo afeta o conteudo

de proteinas do citoesqueleto.

3.13. Quantificacdo do stresse oxidativo

3.13.1. Medida dos niveis de TBRs

A técnica baseia-se na propriedade do &cido tiobarbitdrico (TBA) em reagir
com o malondialdeido (MDA) que € um produto secundario da peroxidacao lipidica,
derivado da ruptura de acidos graxos poliinsaturados. O MDA ao reagir com TBA
forma um cromogeno de cor rosa fluorescente capaz de ser lido em

espectrofotometro (VASCONCELOS et al., 2007)

Os niveis de espécies reativas de acido 2-tiobarbitdrico (TBARs) foram
avaliados de acordo com a metodologia descrita por VIEIRA-FILHO e colaboradores
(2011). Inicialmente os ventriculos foram homogeneizado em 5 mL de KCI 1,15%
por g de tecido em gelo. Para cada mL do homogeneizado foi adicionado 1 mL de
acido tiobarbitirico 0,38% (p/v) em TCA 15% (p/v). Os tubos foram selados e
aquecidos a 100 °C por 15 min. Apos resfriamento, os tubos foram centrifugados por

10 min a 1500 g, e a absorbéancia do sobrenadante foi medida a 535 nm.

3.13.2. Dosagem de sulfidrilas livres
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A dosagem de grupamentos sulfidrilas foi realizada de acordo com Ellman com
modificacdes (ELLMAN, 1956; HERKEN et al., 2009) onde as preparacoes
biolégicas foram incubadas em metanol e solugdo tampéo pH 8,2 (EDTA 0,02 M,
Tris 0,2 M). O inicio da reagdo ocorreu com a adicdo de DTNB [5,5'- ditio-bis(2-
nitrobenzadico)] 0,01 M (diluido em metanol absoluto) e progrediu durante 30 min a
temperatura ambiente. Passado o tempo os tubos foram centrifugados a 3000 g por
15 min. Uma aliquota do sobrenadante foi entdo retirada e lida em
espectrofotobmetro a 412 nm. A cisteina foi utilizada como padréo, a curva padréao
utilizou concentragdes de 5 a100 uM de cisteina. Tal ensaio se baseia na reacéo
entre as sulfidrilas reduzidas da proteina com o reagente DTNB com consequente
liberacdo de acido tionitrobenzoico, o qual apresenta coloragdo amarelada. A
concentracdo de sulfidrilas livres é calculada por mg de proteina (MUZI-FILHO et
al., 2013) Quanto maior o teor de sulfidrilas reduzidas menor as livres. O contetdo
de sulfidrilas livres é, portanto, inversamente relacionado com o dano oxidativo uma
vez que os grupamentos sulfidrilas representam os mais frequentes antioxidantes

do organismo (PEREZ et al., 2012)

3.14. Anélise estatistica

Os dados foram apresentados sob a forma de média + EPM de pelo menos 3
experimentos. As comparagfes estatisticas foram realizadas por analise de
variancia (One-Way ANOVA) utilizando o programa computacional Primer (McGraw
Hill version 1.0) e a significAncia aceita de p<0.05. Os resultados foram

representados graficamente através dos programas de computador Sigma Plot 9.0.

3.15. Reagentes
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Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma Chemical Co., incluindo alguns
anticorpos, uma outra parte de anticorpos foi adquirida da Santa Cruz Biotechnology
Inc e Calbiochem®. O radioisétopo (y[ **P]-ATP) foram fornecidos pela Amersham

Pharmacia Biotech UK Ltd., Buckinghamshire, Inglaterra.

4. RESULTADOS

4.1. Avaliagdo do impacto da desnutricdo sobre os pardmetros morfométricos
do coracdo e dos principais 6rgédos afetados pela faléncia cardiaca e o efeito

do tratamento com propranolol.

Com o intuito de verificar a integridadade das fibras cardiacas e identificar
possiveis alteracBes morfoldgicas relacionadas ao processo de desnutricdo
intrauterina e crbnica o método de coloracdo Tricromico de Masson foi utilizado
(Figura 9). Esta coloracéo diferencia o tecido em trés cores, a saber: nicleo em azul
escuro, o citoplasma e o musculo de vermelho e o colageno em azul claro (TIMM,
2005). As seccodes longitudinais do tecido cardiaco do grupo DBR-IU demonstraram
gue a desnutricdo promovida na fase intrauterina ndo alterou a estrutura do tecido
cadiaco. As fibras encontraram-se bem coradas sem nenhum infiltrado fibroso de
colageno (Figura 9, painel B). J4 em relacdo a desnutricdo cronica foi detectado um
aumento dos niveis de colageno inseridos nos espacos interfibras (seta verde), a
presenca de bolsbes de gordura inseridos em alguns dos espacos brancos
observados entre as fibras (seta amarela) (Figura 9, painel C). Tais espagos
brancos também se apresentaram aumentados quando comparados aos CTRL
associado a diminuicdo da quantidade de fibras musculares sugerindo o acumulo de

agua no intersticio (Figura 9, painel D).
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Figura 9: Andlise morfolégica dos coracdes dos ratos Wistar adultos que sofreram
desnutricdo. Controle (CTRL), desnutridos intrauterinamente (DBR-IU) e desnutridos cronicamente
(DBR-CR), seguido pela quantificagdo da area muscular no grupo CTRL e DBR-CR, n= 3 para cada
grupo. A seta amarela indica os bolses gordurosos inseridos nos espacos interfiforas mostrando a
presenca de células adiposas na regido e a seta verde a presenca de colageno depositado nos
mesmos espacos. * p<0.05 t-student test

O conteudo de agua nos ventriculos cardiacos dos ratos DBR-CR, bem como
nos orgaos afetados pela deficiéncia na sua funcéo (figado e pulmao), foi avaliado
com a finalidade de detectar o edema tecidual. A Tabela 3 descreve o0s pesos
médios corporais, Umidos e secos dos 0Orgdos dos animais CTRL e DBR-CR,
submetidos ou ndo ao tratamento com propranolol. A percentagem de &gua
acumulada em cada 6rgao foi calculada pela formula [1 — (peso seco + peso Umido)]

x 100. A desnutricao cronica reduziu em torno de 80 % o peso corporal dos animais,
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acompanhada pela reducdo na mesma propor¢ao do peso do figado (de 10 + 0,7 g
no CTRL para 1,8 £ 0,2 g no DBR-CR; p < 0.05). A reducado nédo proporcional a
reducdo do peso corporal observada nos ventriculos cardiacos e no pulméo é
parcialmente justificada pelo acumulo de agua nestes tecidos (% de acumulo de
agua nos tecidos - ventriculos cardiacos: 77 £ 0,3 no CTRL para 83 + 1,8 no DBR-
CR e pulmdes: 81 £ 0,5 no CTRL para 84 + 0,08 no DBR-CR; p < 0.05). Este
acumulo de &agua nos ventriculos cardiacos e nos pulmdes foi prevenido no
tratamento com propranolol (% de acumulo de agua nos tecidos - ventriculos
cardiacos: 77 = 0,5 no CTRLp para 79 + 0,5 no DBR-CRp e pulmdes: de 79 + 0,6
no CTRLp para 79 £ 0,5 no DBR-CRp) reestabelecendo a proporcionalidade entre

0s 6rgaos e o peso corporal dos ratos desnutridos.
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Tabela 3: Medida dos pesos ventriculares, hepéaticos e pulmonares Umidos e secos
dos animais controles sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp) e desnutridos
cronicamente sem (DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp).

Parametro CTE{Lp DBF_%-CRp
n=4 n=4
Peso corporal (g) 261+112 273+34° 54+3° 49+0,5°
Coracao
Peso imido do ventriculo )
0,90+0,06% | 1,10+0,06* | 0,30+0,02 0,60+ 0,03°
(9)
Peso seco do ventriculo )
0,20+0,01% | 0,30+0,02% | 0,05+0,008 0,10+0,006°
(9)
Conteldo de agua (%) 77+0,3?2 77+0,5% 83+1,8" 79+0,5°
Figado
Peso umido do figado (g) | 10,60+0,7% | 9,70+0,5* | 1,80+0,2° 4,1040,5°
Peso seco do figado (g/g) | 3,10+0,2% | 3,10+0,2% | 0,50+0,07° | 1,50+0,09°
Conteldo de agua (%) 70+0,3?% 68+0,7% 73+1,0° 62+8,2°
Pulméo
Peso Gmido do pulm&o (g) | 1,50+0,2% | 2,10+0,1° | 0,40+0,03° | 1,20+0,1%
Peso seco do pulméo (g) 0,30+0,03% | 0,40+0,01° | 0,07+0,002° | 0,30+0,03%
b
Contedido de agua (%) 8105 | 79:0,6* | 84108 79+0,5%

Os valores sdo expressos em média
diferencas relacionadas ao controle no mesmo parametro de forma que letras
diferentes indicam p < 0.05 (Anova seguida de pos test tukey). Todos 0s animais
tinham idade de 13 semanas.

erro padrdo. Sobrescrito refere-se as
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4.2. ldentificar areas isquémicas no coracdo dos ratos submetidos a

desnutricdo cronica.

Com o intuito de verificar se 0s processos atréficos observados no grupo DBR-
CR estavam relacionados ao infarto, realizamos o ensaio de TTC, onde as fibras

coradas em vermelho demonstram areas viaveis e as ndo coradas areas infartadas.

A Figura 10 mostra o aumento da area de tecido cardiaco néo corado no DBR-
CR quando comparados ao CTRL. O tratamento com propranolol previniu o

aparecimento de areas infartadas.

T, ||’||||'||||Fﬂ||m‘lillll I,Illlpﬂllmﬂlmllm
CTRL| 17 18 { |CTRLp 7 8 19

( |

O Q. ® e,
(I L I
DBR—CR||7 18 1 DBR—CRpL 18 1J

Figura 10: Analise de éareas infartadas de coragbes de ratos Wistar adultos submetidos a
desnutricdo crbnica. Ratos controles sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp) e desnutridos
cronicamente sem (DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp), n= 3 para cada grupo.

4.3. Avaliar a funcdo cardiaca sistdlica e diastolica dos ratos jovens

submetidos a desnutrigéo.
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A Figura 11 mostra os parametros de funcdo cardiaca basais nos grupos
CTRL, DBR-CR e DBR-IU. Na condigdo de desnutrigdo intrauterina nao houve
alteracdo da PDVE, mas na condicdo de desnutricdo crbnica observamos uma
reducédo de 45% (em mm Hg: CTRL 127 + 1, DBR-IU 109 £ 11 e DBR-CR 70 £ 12, p
< 0.05). O tratamento com propranolol reduziu em 30% a PDVE nos ratos CTRL,
nao modificou no DBR-IU, mas preveniu a queda no grupo DBR-CR (em mm Hg:
CTRLp 90 + 4, DBR-IUp 124 + 28 e DBR-CRp 103 + 3, p < 0.05) (Figura 11A). Outro
parametro sistélico avaliado foi a derivada positiva da presséo em funcédo do tempo
(+dP/dt). A Figura 11B mostra que ocorreu uma reducédo de 40% da (+dP/dt) apenas
no grupo DBR-CR (em mmHg/s: CTRL 449 + 30, DBR-IU 358 + 12 e DBR-CR 275
+ 15, p < 0.05) O tratamento com propranolol preveniu a diminuicdo da velocidade
de contracéo do grupo DBR-CR, no entando acentuou a velocidade no grupo CTRL
e ndo modificou no grupo DBR-IU (em mmHg/s: CTRLp 2883 + 518, DBR-IUp 475 £

81 e DBR-CRp 529 * 69, p < 0.05).

Em relacdo a derivada negativa da pressdao em funcdo do tempo (—dP/dt)
definida como a velocidade de relaxamento ventricular, um dos parametros da
funcdo diastolica, foi observada a reducé@o do valor médio no grupo DBR-CR, sem
alteracdo no DBR-IU (em mmHg/s: CTRL -532 + 7, DBR-IU -451 + 17 e DBR-CR
-366 + 28, p < 0.05). O tratamento com propranolol aumentou a velocidade de
relaxamento no grupo CTRL, preveniu o decréscimo no grupo desnutrido
cronicamente e ndo a modificou no grupo intrauterino (em mmHg/s: CTRLp —1930 +

318, DBR-IUp -663 +144 e DBR-CRp —-679 + 88, p < 0.05) (Figura 11C).
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Figura 11: Analise da performance ventricular em coragdes isolados: animais controles sem
(CTRL) e com tratamento (CTRLp) desnutridos cronicamente sem (DBR-CR) e com tratamento
(DBR-CRp) e desnutridos intrauterinamente sem (DBR-IU) e com tratamento (DBR-1Up). Painel
definido por pressdo desenvolvida basal (PDVE) (A), velocidade de contracdo (+dP/dt) (B) e
velocidade de relaxamento (-dP/dt) (C). * p<0.05 comparando todos 0s grupos ao grupo CTRL e #
p<0.05 comparando 0s grupos tratados ao seu respectivo grupo sem tratamento. One-way ANOVA
com pos test Tukey. n= 4 para cada grupo.
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A performance cardiaca frente a diferentes concentracbes do agonista B
adrenérgico isoproterenol (ISO) (0,3-1000nM) foi avaliada na Figura 12 (Painéis A,
C, E). Foi observado um decréscimo do valor maximo obtido de PDVE em resposta
ao agonista (Emax) independente do tipo de desnutricdo (CTRL 174 + 5, DBR-IU 85 £
22 e DBR-CR 121 + 19% de aumento, p < 0.05) (Figura 12, compare os painéis B,
D, F). No tratamento com propranolol o Enax obtido ndo melhorou frente a condi¢céo
nao tratada (CTRLp 67 = 16, DBR-IUp 38 + 12 e DBR-CRp 99 + 10% de aumento)
(Figura 12, compare os painéis B, D, F). Nao foram detectadas alteracdes
relevantes na afinidade do receptor ao ISO (CEsp) em nenhuma das condi¢des
estudadas (CTRL 1 +0,1, CTRLp 0,5+ 0,4, DBR-CR 1,3 £ 0,1, DBR-CRp 1,2 + 0,2,

DBR-IU 1,1 + 0,2 e DBR-IUp 0,8 £ 0,3 nM).
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Figura 12: Anélise da pressdo desenvolvida no ventriculo esquerdo em concentragdes
crescentes de isoproterenol em coracdes isolados de ratos Wistar adultos. Controles sem
(CTRL) e com tratamento (CTRLp) (A) e Emax alcancado (B), desnutridos cronicamente sem (DBR-
CR) e com tratamento (DBR-CRp) (C) e Emax alcancado (D) e desnutridos intrauterinamente sem
(DBR-IU) e com tratamento (DBR-IUp) (E) e Emax alcancado (F). *p<0.05 comparando todos os
grupos ao grupo CTRL. Painel A, C e E Two-way ANOVA com pos test Bonferroni; painel B t-student
test; painel D e F One-way ANOVA com pos test Tukey. n=4 para cada grupo.
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As velocidades de contracdo e relaxamento ventricular também foram
avaliadas (Figura 13 e Figura 14, respectivamente). As curvas de concentracao-
resposta para a +dP/dt, demonstraram um decréscimo do Enax em ambos modelos
de desnutricdo (CTRL 360 = 11, DBR-IU 261 + 45 e DBR-CR 219 * 28 % de
aumento, p < 0.05) (Figura 13 A, C, E), sem modificacao na afinidade do receptor ao
ISO (CTRL 1,6 £ 0,04, DBR-CR 1,4 + 0,09 e DBR-IU 2 = 0,1nM). O tratamento com
propranolol reduziu no CTRL e manteve reduzido no DBR-IU e DBR-CR os valores
de Emax (CTRLp 128417, DBR-IUp 70 + 20 e DBR-CRp 199 * 42 % de aumento)
(Figura 13 compare painéis B, D, F). Vale a pena destacar que apenas no grupo
DBR-CRp ocorreu um aumento da afinidade do receptor ao ISO (DBR-CR 1,4 *

0,09 vs DBR-CRp 0,2 £ 0,1 nM, p < 0.05) (Figura 13C).

A Figura 14 mostra as curvas de —dP/dt perante diferentes concentragfes de
ISO. A desnutricdo ndo promoveu qualquer alteracdo na velocidade méaxima de
relaxamento cardiaco (CTRL 200 + 46, DBR-IU 207 + 56 e DBR-CR 191 + 16 % de
aumento) (Figura 14 A, C, E). O tratamento com propranolol reduziu a velocidade de
relaxamento nos grupos experimentais (CTRLp 109 = 27, DBR-IUp 48 + 20 e DBR-

CRp 94 £ 31% de aumento, p < 0.05) (Figura 14 compare painéis B, D, F).
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Figura 13: Analise da velocidade de contragdo do ventriculo esquerdo em concentragdes
crescentes de isoproterenol em coragdes isolados de ratos Wistar adultos. Controles sem
(CTRL) e com tratamento (CTRLp) (A) e Emax alcancado (B), desnutridos cronicamente sem (DBR-
CR) e com tratamento (DBR-CRp) (C) e Emax alcancado (D) e desnutridos intrauterinamente sem
(DBR-IU) e com tratamento (DBR-IUp) (E) e Emax alcancado (F). *p<0.05 comparando todos os
grupos ao grupo CTRL. # p<0.05 comparando 0s grupos tratados com seus respectivos grupos sem
tratamento. Painel A, C e E Two-way ANOVA com pos test Bonferroni; painel B t-student test; painel

D e F One-way ANOVA com pos test Tukey. n=4 para cada grupo.
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Figura 14: Analise da velocidade de relaxamento do ventriculo esquerdo em concentracfes
crescentes de isoproterenol em coragdes isolados de ratos Wistar adultos. Controles sem
(CTRL) e com tratamento (CTRLp) (A) e Emax alcancado (B), desnutridos cronicamente sem (DBR-
CR) e com tratamento (DBR-CRp) (C) e Emax alcancado (D) e desnutridos intrauterinamente sem
(DBR-IU) e com tratamento (DBR-1Up) (E) e Emax alcancado (F). *p<0.05 comparando todos os
grupos ao grupo CTRL. # p<0.05 comparando 0s grupos tratados com seus respectivos grupos sem
tratamento. Painel A, C e E Two-way ANOVA com pos test Bonferroni; painel B t-student test; painel
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D e F One-way ANOVA com pos test Tukey. n=4 para cada grupo.
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4.4. Delinear a relagdo pressdo—-volume, através das curvas de Frank-Starling
dos ratos jovens submetidos a desnutricdo comparando com o0s ratos

controle.

Para determinar o impacto da desnutricdo na relacdo pressdo-volume
ventricular, incrementos de 20 pL da solucdo de perfusdo foram adicionados
cumulativamente no baldo de latex inserido no ventriculo esquerdo e as pressdes
sistélica, diastdlica e desenvolvida (PDVE) (diferenca entre a pressado sistolica e
diastdlica) foram medidas. O volume inicial (Vo, volume contido no baldo onde a

PDVE é 0 mmHg) foi estimado através de regressao linear.

A relacéo pressdo—volume nos grupos DBR-CR foi deslocada para a esquerda
em relacdo ao CTRL. O aumento das pressdes sistdlica e diastélica conforme o
incremento de volume inserido no baldo intraventricular também foi alterado nos
ratos DBR-CR. Neste grupo, a inclinacdo da curva diastélica foi mais ingreme
(curvas inferiores do grafico na Figura 15A), enquanto a curva sistolica foi menos
aguda que o CTRL (curvas superiores do grafico na Figura 15A). O Vo estimado
para estas relacbes foram: 108 uL no CTRL e 77 yL no DBR-CR (Tabela 4),
indicando uma diminuicdo da complacéncia ventricular. Ao analisar a relacéo
pressdao—volume do grupo DBR-IU (Figura 15B) observou-se curvas com perfis
muito semelhantes ao do grupo CTRL e um aumento na complacéncia ventricular
(Vo do CTRL 108 = 1,6 vs DBR-IU 127 + 2 L, p < 0.05) (Tabela 4). A relagcéo
PDVE-volume foi perdida em ambos os grupos de desnutricdo (Figura 16A,
compare os tracejados azul, CTRL, e verde, DBR-CR; Figura 16B, compare o0s

tracejados azul, CTRL, e verde, DBR-IU).

O tratamento dos grupos com propranolol demonstrou:
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(1) no grupo DBR-CR: uma redugédo ainda maior da complacéncia ventricular
guando comparado ao controle (Vo do CTRL 108 +1,6, DBR-CR 77 £ 1,4, DBR-CRp
52 £ 0,9 uL, p < 0.05) e um deslocamento da curva para a esquerda (Figura 15D). O

tratamento com propranolol ndo recuperou a relacdo PDVE-volume (Figura 16A).

(2) no grupo DBR-IU: o tratamento com propranolol reduziu a complacéncia
ventricular (Vo do CTRL 108 +1,6, Vo do DBR-IU 127 + 2,2, DBR-IlUp 41 + 3 uL, p <
0.05) (Tabela 4), mas com o perfil de curva semelhante ao grupo sem tratamento

(Figura 15E). A PDVE deixou de responder a incrementos de volume (Figura 16B).

(3) no grupo CTRL: uma diminuida capacidade em responder com aumento de
pressao sistdlica e diastélica a um aumento de volume intraventricular (Figura 15C),
associada ao decréscimo da complacéncia ventricular (Vo do CTRL 108 + 1,6 vs
CTRLp 89 + 4,4 pL, p < 0.05) (Tabela 4). Quando tratado com propranolol, a PDVE

deixou de responder a incrementos de volume (Figura 16C).



61

Volume I
A D (1)
2074 cTRL #01 u DBRCR §a
- ® DBR-CR S200{ O DBR-CR
:? 200 E L o 200 P b
2150- } I ; a 5150- ? ; a
b S Q
8 100- . ] i I i ] ob 3 1001 ! ¥ L5
e [
@ [}
o 50- [ : o * o 50-@ E “ n ¥
[ ]
e . l. ' .l T T 1 0 ul - . l L 1
100 150 200 250 300 50 100 150 200 250
B Volume (pl) E Volume (pl)
250- 2009, pBR-U R
_ e CTRL = |A DBR-Up I
o 200{ 4 DBR-IU s E L2 I 150
E X f 11 1 E }
£ 150+ ] £ . z
£ g1 I 5 100 }}3 .
® 1004 ob o I
g ¢ . I Ih ® 50- {i
13 o
o % s * ; I I AAK;§
0 e $as 0 T T 1
10 160 200 250 300 380 50 100 150 200 250 300 350
c Volume (l"'” Volume “Ln
250~
s CTRL
P 200q@ © CTRLp g ¥ E 42
£ o ¥
£ 150-
3 100 ’ ;
» T o]
2 3 ; 3 3 33 E s oa
o 50- 3 ov
ooni
0 L L ] 5.

100 150 200 250 360 3!';0

Figura 15: Analise da complacéncia ventricular esquerda em resposta a incrementos
crescentes de 20 ul de volume em coragées isolados de ratos Wistar adultos. Comparacéo com
o CTRL da relagdo volume ventricular — pressdes sistolica (a) e diastdlica (b) com os DBR-CR (A),
DBR-IU (B) e CTRLp (C). Efeito do tratamento com propranolol sobre a relacdo volume ventricular —
PDVE nos grupos DBR-CR (D) e DBR-IU (E).n=4 para todos 0s grupos
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pressoes desenvolvidas em incrementos crescentes de 20 upl de volume ventricular em
coracOes isolados de ratos Wistar adultos. Efeito do tratamento com o propranolol nos grupos
DBR-CR (A) e DBR-IU (B). Compare com o grupo CTRL (C).n=4 para todos 0s grupos.
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Tabela 4: Valores de Vo obtidos por regressao linear a partir de ensaios com
coracbes de animais: controles sem e com tratamento (CTRL e CTRLp)
desnutridos cronicamente sem e com tratamento (DBR-CR e DBR-CRp) e
desnutridos intrauterinamente (DBR-IU e DBR-IUp).

Grupos Valores de VO

(bL)
CTRL 108 + 1.62
CTRLp 89 + 4.4°
DBR-CR 17 4 148
DBR-CRp 52 + 0.9
DBR-IU 127 4 0
DBR-IUp 41 + 3f

Os valores sdo expressos em média = erro padrdo. Sobrescrito refere-se as
diferencas relacionadas ao controle no mesmo parametro de forma que letras
diferentes indicam p < 0.05 (Anova seguida de pés test tukey).

4.5. Identificar processos de stresse oxidativo lipidico e protéico no coracao

dos ratos submetidos a desnutricao.

A Figura 17A mostra o nivel de malonaldeido (MDA), composto gerado
durante o processo de peroxidacao lipidica no tecido cardiaco dos ratos submetidos
a desnutricdo. Foi observado um aumento dos niveis de MDA exclusivamente no
grupo DBR-CR (CTRL 4 + 0,4, DBR-IU 5 + 0,7 e DBR-CR 7 £ 0,6 pmol MDA/ g de

tecido, p < 0.05).

Em relacdo ao estresse oxidativo protéico medido através do contetdo de
sulfidrilas livres no tecido cardiaco foi observada a diminuicdo deste conteudo
apenas no grupo submetido a desnutricdo cronica (CTRL 275 + 27, DBR-IU 278 +

46 e DBR-CR 168 + 14 nmol/ mg de proteina, p < 0.05) (Figura 17B).
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Figura 17: Efeito diferencial da janela de desnutricdo sobre o estresse oxidativo. Analise do
dano oxidativo lipidico (A) e protéico (B) em coracfes de animais controle (CTRL), desnutrido
cronicamente (DBR-CR) e desnutrido intrauterinamente (DBR-IU) * p<0.05. One-way ANOVA com
pos test Tukey.n=4 para cada grupo.

4.6. Determinar se as alteragfes na sinalizacdo 8 adrenérgica impactadas pela

desnutrigcdo sao revertidas no tratamento em longo prazo com o propranolol.

A analise do conteudo protéico de B-AR no tecido cardiaco foi demonstrada na
Figura 18. Foi observado que a desnutricdo, seja ela intrauterina ou crbnica
acarretou o aumento de cerca de duas vezes no conteudo deste receptor. O
tratamento com propranolol aumentou a expressao do receptor no grupo CTRLp
(166 £ 28% do CTRL, p < 0.05) e retornou a niveis do controle o conteudo do

receptor no grupo DBR-CRp, mas manteve elevado o contetdo no grupo DBR-IUp.
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Figura 18: Andlise do conteddo dos receptores 3 adrenérgicos em preparagido
ultracentrifugada de coragdo: grupos controle sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp) desnutrido
cronicamente sem (DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp) e desnutrido intrauterinamente sem
(DBR-IU) e com tratamento (DBR-IUp). * p<0.05 One-way ANOVA com pos test Tukey. As bandas
acima representam o resultado do western blot obtido.n=5 para cada grupo.

O contetdo da proteina beta arrestina fosforilada, envolvida no processo de
dessensibilizacdo dos receptores B adrenérgicos, ndo foi alterado em nenhum dos

grupos de desnutricao (Figura 19).
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Figura 19: Andlise do conteldo da proteina beta arrestina fosforilada em preparacao
ultracentrifugada de coracdo: grupos controle (CTRL) desnutrido cronicamente (DBR-CR) e
desnutrido intrauterinamente (DBR-IU). * p<0.05 One-way ANOVA com pos test Tukey. As bandas
acima representam o resultado do western blot obtido.n=5 para cada grupo.

A ativacao dos receptores B-AR culmina com a ativacdo de PKA, envolvidas
nos processos de sistole (KOHLER et al., 2014). A fim de avaliar se a via de
sinalizacao inerente a ativacdo dos receptores [3 adrenérgicos seria o alvo molecular
das respostas adaptativas da desnutricdo o contetdo e a atividade de PKA foram
avaliados na Figura 20 e Figura 21, respectivamente. Foi observado o aumento do
contetdo da enzima apenas no grupo DBR-CR (175 + 31% do CTRL, p < 0.05),

retornando ao controle com o tratamento com propranolol (Figura 20).
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Figura 20: Analise do contetdo das proteinas cinases A em preparagdo ultracentrifugada de
coracédo: nos grupos controle sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp) desnutrido cronicamente sem
(DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp) e desnutrido intrauterinamente sem (DBR-IU) e com
tratamento (DBR-IUp). * p<0.05 comparando todos os grupos ao grupo CTRL e # p< 0.005
comparando os grupos tratados ao seu respectivo grupo sem tratamento. One-way ANOVA com pos
test Tukey. As bandas acima representam o resultado do western blot obtido. n=5 para cada grupo

A desnutricdo promoveu a reducéo da atividade da PKA em ambos 0s grupos
de desnutricdo, destacando a drastica reducdo no grupo DBR-IU (DBR-IU 1.9 £ 0.2
e DBR-CR 62 = 12 % do CTRL, p < 0.05) (Figura 21A). O tratamento com
propranolol impediu a reducdo da atividade da enzima em ambos 0s grupos de

desnutricdo (Figura 21A).

A razdo entre atividade da enzima e o seu conteudo protéico revelou que
apesar do aumento do conteudo de PKA no grupo DBR-CR, a razdo permaneceu
menor quando comparado ao grupo CTRL. No grupo DBR-IU essa razao foi ainda
menor, uma vez que ndo houve alteragdo do conteudo protéico (CTRL 1,2 £ 0,1,
DBR-CR 0,3 + 0,08 e DBR-IU 0,015 + 0,0002%, p < 0.05). O tratamento com

propranolol retornou a razdo para valores proximos aos do CTRL (Figura 21B).
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Figura 21: Analise da atividade da proteina cinase A (PKA) (A) e razdo entre atividade e
expresséo (B) em preparacgéo ultracentrifugada de coracgéo: grupos controle sem (CTRL) e com
tratamento (CTRLp), desnutrido cronicamente sem (DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp) e
desnutrido intrauterinamente sem e com tratamento (DBR-1U e DBR-IUp) * p<0.05 comparando todos
0s grupos ao grupo CTRL e # p<0.05 comparando os grupos tratados ao seu respectivo grupo sem
tratamento. One-way ANOVA com pos test Tukey. n=5 para cada grupo.

4.7. Determinar se o propranolol recupera a expressdo de proteinas
envolvidas na homeostasia intracelular do Ca* e da via de sinalizacéo

associada durante o processo de desnutri¢cao.

A adequada homeostasia intracelular do fon Ca** é fundamental para os
processos corretos de contracdo e relaxamento cardicaco. O conteudo protéico do
trocador Na*/Ca?*, principal entidade bioquimica responsavel pela remocdo do Ca?*
intracelular apdés o processo contratil, foi avaliado nos grupos de desnutricdo. A
Figura 22 mostra que o contetdo protéico varia de acordo com o tipo de desnutricdo
acometida. A desnutricdo crénica promoveu uma reducdo do contetdo do trocador
Na‘/Ca?*, enquanto a intrauterina aumentou (DBR-CR 62 + 5 e DBR-IU 171 + 36 %
do CTRL, p < 0.05). Nao houve ateracdo no conteudo protéico de SERCA nos

grupos desnutridos e tratados com propranolol (Figura 23).
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Figura 22: Analise do contetddo do trocador Na‘/Ca®" em preparacdo ultracentrifugada de
coragdo: grupos controle (CTRL), desnutrido cronicamente (DBR-CR) e desnutrido
intrauterinamente (DBR-IU). * p<0.05 One-way ANOVA com pos test Tukey. As bandas acima
representam o resultado do western blot obtido.n=3 para cada grupo
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Figura 23: Anélise do conteldo da enzima SERCA em preparacdo ultracentrifugada de
coracdo: grupos controle sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp), desnutrido cronicamente sem
(DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp) e desnutrido intrauterinamente sem (DBR-IU) e com
tratamento (DBR-1Up). * p<0.05 One-way ANOVA com pos test Tukey. As bandas acima
representam o resultado do western blot obtido.n=5 para cada grupo
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Na Figura 24 foi demostrado a influéncia do tratamento com propranolol sobre
a atividade das Ca**-ATPases. No grupo DBR-CR foi observado que o tratamento
com proranolol reduziu a atividade Ca**-ATPasica total em 72% quando comparado
ao seu respectivo grupo (DBR-CR 2129 + 7 e DBR-CRp 594 + 69 nmol Pi x mg™* x
h', p < 0.05) (Figura 24A). Na desnutricdo intrauterina, o tratamento com
propranolol reverteu parcialmente a atividade Ca**-ATPasica total (DBR-IU 403 + 20
e DBR-IUp 634 + 23 nmol Pi x mg™ x h™, p < 0,05) (Figura 24A). Vale a pena
ressaltar, que o tratamento com propranolol, per se, diminui a atividade Ca*'-

ATPasica total (CTRL 1269 + 183, CTRLp 196 + 39 nmol Pi x mg™* x h™, p < 0,05).

O tratamento com propranolol impediu exclusivamente o aumento da atividade
da PMCA observado na desnutricao crbnica (atividade da SERCA em nmol Pi x mg’
! x h'%: CTRL 1037 + 100, CTRLp 105 * 35, DBR-CR 608 + 54 e DBR-CRp 469 *
59; e atividade PMCA em nmol Pi x mg™* x h™: CTRL 232 + 14, CTRLp 89 * 21,
DBR-CR 1528 + 169 e DBR-CRp 146 + 29, p < 0.05) (Figura 24 B e C,
respectivamente). De forma que, a atividade da SERCA retoma a sua
preponderancia como observado no CTRL (= 80 % PMCA e = 20 % SERCA) (Figura

25).

Ja no grupo de desnutricdo intrauterina, a diminuta atividade Ca**-ATPasica
total se deve a queda na atividade das duas enzimas, cada uma contribuindo para
50 % dessa atividade total (Figura 24 B e C). O tratamento com propranolol impediu
parcialmente a queda da atividade da SERCA no grupo DBR-IU (em nmol Pi x mg™
x h'': CTRL 1037 + 100, CTRLp 105 + 35, DBR-IU 203 + 10 e DBR-IUp 500 + 45, p

< 0.05) (Figura 24B). A atividade da PMCA nao foi modificada nesse grupo (Figura
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24C). Assim como na desnutricdo crbnica, o tratamento com propranolol também

retoma a preponderancia da SERCA (= 80 % PMCA e = 20 % SERCA) (Figura 25).
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Figura 24: Andlise da atividade Ca®" ATPasica: total (A), tapsigargina sensivel (TgS — SERCA) (B)
e tapsigargina resistente (TgR — PMCA) (C) em preparacéo ultracentrifugada de coracdo nos grupos
controle sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp), desnutrido cronicamente sem (DBR-CR) e com
tratamento (DBR-CRp) e desnutrido intrauterinamente sem (DBR-IU) e com tratamento (DBR-1Up). *
p<0.05 comparando todos os grupos ao grupo CTRL e # p<0.05 comparando 0s grupos tratados ao
seu respectivo grupo sem tratamento. As letras diferentes demonstram mais claramente a diferenca

observada entre os grupos. One-way ANOVA com pos test Tukey. n=5 para cada grupo.
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Figura 25: Analise do grau de contribuicdo das enzimas SERCA e PMCA para a atividade ca*
ATPasica total em preparacédo ultracentrifugada de coracéo: grupos controle sem (CTRL) e com
tratamento (CTRLp), desnutrido cronicamente sem (DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp) e
desnutrido intrauterinamente sem (DBR-IU) e com tratamento (DBR-1Up). n=5 para cada grupo.

Foram analizados os conteudos protéicos de PKCa e PKCg, por estarem
envolvidas na inducdo da insuficiéncia cardiaca (Figura 26). Foi observado um
discreto decréscimo do conteudo protéico de PKCa apenas no grupo DBR-IU (em %
do CTRL: DBR-CR 90 + 8 e DBR-IU 81 * 4, p < 0.05) (Figura 26A). O conteudo
protéico de PKCe aumentou nos dois grupos de desnutricdo (em % do CTRL: DBR-

CR 143 + 14 e DBR-IU 153 * 19, p < 0.05) (Figra 26B).
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Figura 26: Analise do contelido das proteinas cinases C alfa (A) e proteina cinase C épsilon
(B) em preparacdo ultracentrifugada de coracdo: grupos controle (CTRL), desnutrido
cronicamente (DBR-CR) e desnutrido intrauterinamente (DBR-IU). * p<0.05 One-way ANOVA com
pos test Tukey. As bandas acima representam o resultado do western blot obtido. n=5 para cada
grupo.

A Figura 27 mostra a atividade de PKC sensivel a calfostina C (isoformas
classica e novel) nos grupos CTRL e desnutridos tratados ou ndo com propranolol.
Foi observado que a atividade da PKC foi reduzida em 60% independente do tipo de
desnutricdo estudada (em % do CTRL: DBR-CR 39 + 3 e DBR-IU 41 £ 9, p < 0.05).
O tratamento com propranolol recuperou a atividade da PKC sensivel a calfostina C,

apesar da reducao de 50% da atividade no grupo CTRLp.
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Figura 27: Andlise da atividade da proteina cinase C (PKC) em preparacéo ultracentrifugada de
coracdo: grupos controle sem (CTRL) e com tratamento (CTRLp), desnutrido cronicamente sem
(DBR-CR) e com tratamento (DBR-CRp) e desnutrido intrauterinamente sem (DBR-IU) e com
tratamento (DBR-IUp) * p<0.05 comparando todos os grupos ao grupo CTRL e # p<0.05 comparando
0S grupos tratados ao seu respectivo grupo sem tratamento. One-way ANOVA com pos test Tukey.
n=6 para cada grupo.

A influéncia da atividade da PKA (através da sinalizagdo 3 adrenérgica) e da
PKC sobre a PMCA nos grupos CTRL e desnutridos, tratados ou ndo com
propranolol, foi demonstrada na Figura 28. No grupo DBR-CR, a PMCA foi
fosforilada preferencialmente por PKC em relacdo a PKA. Neste contexto, o nivel de
fosforilacdo por PKC foi 3 vezes maior que no grupo CTRL (Figura 28A) ao passo
qgue a fosforilagdo por PKA representou 33 = 3% do nivel de fosforilagdo do CTRL
(Figura 28A e B). Por outro lado, na desnutrigdo intrauterina, o nivel de fosforilagdo
da PMCA foi muito baixo, seja ele por PKC ou por PKA (fosforilagdo da PMCA em

% do CTRL: por PKC =17 £ 7 e por PKA =5+ 2, p <0.05) (Figura 28B).
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Figura 28: Anélise do perfil de fosforilagdo da PKC (A) e PKA (B) em PMCA em preparacéo
ultracentrifugada de coracdo: grupos controle (CTRL), desnutrido cronicamente (DBR-CR) e
desnutrido intrauterinamente (DBR-1U) * p<0.05. One-way ANOVA com pos test Tukey.

5. DISCUSSAO

Na presente tese de doutorado, foram demonstradas alteracdes dos mecanismos
moleculares nos midcitos cardiacos de ratos Wistar adultos submetidos a
desnutricdo ocorrida em diferentes janelas do desenvolvimento. Nesta fase, os ratos
apresentaram a funcao cardiaca diminuida e alteracGes das vias de sinalizacdo que
regulam o Ca' intracelular. E importante ressaltar que a janela onde ocorreu o
insulto de desnutricdo determina a via de sinalizacdo envolvida de forma a
influenciar na extensdo e no tipo de resposta celular impactando a gravidade da
doenca cardiaca e a eficiéncia do tratamento com propranolol. Para melhor
compreensao e interpretacdo dos resultados, a discussdo sera dividida em duas

partes.

5.1. Impacto da desnutricdo cronica na funcdo cardiaca do rato adulto: o
estudo das respostas adaptativas e a sensibilidade ao tratamento com

propranolol.

O coracgao do rato adulto que sofreu desnutricdo durante toda a sua fase de
crescimento é claramente insuficiente porque foi perdida a relacédo pressao—volume

acarretando na diminuicdo da complacéncia ventricular. A disfungéo cardiaca ocorre
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na sistole e na diastole, uma vez que se observa uma reducéo dos valores basais
de PDVE e da velocidade de contracdo (parametros sistélicos), e na velocidade de
relaxamento (parametro diastélico) (Figura 11). Corrobora com a perda de funcéo
cardiaca o fato de que morfologicamente o tecido € atrofico e apresenta acumulo de
colageno, bolsbes de gordura, acimulo de agua — como consequéncia da reducao
na pressao oncotica do sangue na desnutricdo, o que favorece a extrusdo de
plasma para o espaco intersticial — e pequenas areas infartadas (Figura 9). A
infiltracdo de células adiposas é importante componente no reparo celular de
tecidos cardiacos infartados (MEDET et al.,, 2009). Em conjunto com o que foi
demonstrado no mestrado, o decréscimo do débito cardiaco, da fracdo de ejecéo e
do didmentro do ventriculo esquerdo sdo indicativos de uma insuficiéncia cardiaca
esquerda que € congestiva, conforme demonstrado pelo aumento do indice
pulmonar e ndo hepético (Tabela 3). Essas alteracbes cardiacas funcionais e
estruturais culminam com um fenétipo que se assemelha a uma hipertensao
maligna: caquexia, letargia severa, postura encurvada e erecdo dos pelos. O
tratamento com propranolol parece atenuar a progressédo da doenca no rato DBR-
CR.

Nosso grupo e outros autores (MURCA et al., 2012) demonstramos que 0
aparecimento da hipertensdo ndo esta restrita apenas na desnutricdo ocorrida nas
fases intrauterina e perinatal. No caso da desnutricdo crbnica, a hipertensdo
aparece por volta da 62 semana de vida, no final de um periodo de laténcia
caracterizada pela elevagao e sustentacao da frequéncia cardiaca (MENDES, 2010
dissertacdo de mestrado). O aumento da atividade simpatica num periodo de
pressdo sistdlica dentro de limites de normalidade pode ser visto como uma
resposta adaptativa para assegurar o débito cardiaco face a expansao do volume
do compartimento intravascular devido ao aumento da reabsorcdo de fluido no
tubulo proximal renal (SILVA et al., 2014a). A curva de Frank-Starling anémala no
rato DBR-CR revela que o miocéardio perdeu a sua habilidade de responder ao
aumento do retorno venoso com uma contragdo mais vigorosa (Figura 15 e Figura

16). De forma que o ventriculo esquerdo fica menos complacente (Tabela 4).

O ponto de virada onde essa resposta adaptativa a um ambiente desfavoravel

dispara eventos cardiacos adversos na fase adulta, parece ocorrer na transi¢cdo da
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6% até a 9% semana de vida onde o DBR-CR deixa de ser pré-hipertenso e se torna
hipertenso, que progressivamente diminui a fungéo cardiaca (MENDES, 2010
dissertacdo de mestrado). A partir dos resultados aqui apresentados, fica claro que
0s ratos com elevada pressao sistdlica, tecido cardiaco desafiado pela privacdo de
proteinas se torna gradualmente atrofico e ndo consegue sustentar os valores

normais de parametros hemodinamicos (PVDE, +dP/dt e —dP/dt) (Figura 11).

Foi demonstrado no estudo ex vivo que o coragao do rato DBR-CR apresenta
uma diminuida resposta sistélica ao ISO (Figura 12 e Figura 13). Os valores de
Emax para PDVE e +dP/dt em resposta ao ISO s&o menores que aqueles
encontrados no grupo CTRL, sugerindo uma downregulation ou dessensibilizacdo
da via de sinalizacao associada aos B-AR. Uma vez que o efeito lusitrépico —dP/dt é
semelhante entre DBR-CR e CTRL (Figura 14), podemos sugerir que a resposta
simpética alterada ocorre exclusivamente para o mecanismo molecular que dispara

a sistole.

E notavel que a janela onde ocorre o periodo de restricdo protéica influencia a
resposta do B-AR na vida adulta. Ratos adultos machos que foram amamentados de
maes submetidas a uma dieta de restricdo protéica exibiram um acentuado Enax de
PDVE ao ISO (ELMES et al.,, 2008). Na desnutricdo cronica, observamos um
aumento do conteudo protéico do B-AR (Figura 18) e de PKA (Figura 20),
diminuicdo da atividade da PKA (Figura 21) e a reducdo da relacdo entre o
conteudo da proteina B arrestina fosforilada pelo conteudo de proteina total (0,5,
dados ndo mostrados). Em conjunto, podemos propor um desacoplamento entre
receptor e via de sinalizacdo levando a diminuicdo da resposta inotrépica ao 1ISO
(Figura 13).

A reducdo aguda do débito cardiaco induz o aumento do contetdo protéico de
B-AR na tentativa de recuperar o débito cardiaco a valores normais (COHN et al.,
1984; LYMPEROPOULOS, 2013). Na insuficiéncia cardiaca, a reducdo em longo
prazo do débito cardiaco associado a superestimulagcdo simpatica leva a
dessensibilizacdo da via (LUCIA et al., 2014). Apesar do aumento do conteudo
protéico da PKA, sua atividade se encontra diminuida (Figura 21), de forma que, a
razao entre atividade e conteudo protéico permanece diminuida. Tal evidéncia

sugere uma dessensibilizacdo da via de sinalizacdo mediada pelo B-AR e justifica a
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diminuicdo da funcao cardiaca basal e estimulada por ISO (Figura 11, Figura 12 e
Figura 13).

Uma importante funcdo da PKA na sistole cardiaca é a fosforilacdo de
estruturas-chaves que modulam a homeostasia intracelular do Ca®* (RAO et al.,
2014). A reducédo da atividade da enzima influencia o nivel de fosforilacdo de canais
de Ca?*, diminuindo a entrada de Ca®" citoplasmatico, impactando a velocidade de
contracdo cardiaca (KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014). Ainda nesse
contexto, a PKA favorece o relaxamento miocardial através da fosforilagdo: (i) do
fosfolambam, levando a ativacdo de SERCA e o restabelecimento dos estoques
intracelulares, (ii) das miofibrilas (troponinas | e C) diminuindo a interacdo actino-
miosina e (i) de PMCA, facilitando a extrusdo do Ca** (LAYLAND et al., 2005). Na
desnutricdo crbnica observamos que a fosforilagdo da PMCA pela PKA esti
diminuida (Figura 28), de forma a expor ou esconder outros possiveis sitios de
fosforilacdo por outras proteinas cinases, como a PKC. De fato, o nivel de

fosforilacdo da PMCA por PKC esté elevado (Figura 28).

O desequilibrio dos niveis intracelulares de Ca** observado no DBR-CR pode
ser uma resposta adaptativa importante para a adequada funcao cardiaca no rato
jovem que acarretou na insuficiéncia cardiaca no rato adulto. Neste contexto, foram
investigadas trés enzimas-chaves na manutencdo dos niveis baixos de Ca*
intracelular: trocador Na*/Ca®* e SERCA — responsaveis pela remocdo em massa de
Ca”* do meio intracelular — e PMCA — responsavel pelo ajuste fino da concentragéo
intracelular de Ca?* (BRINI & CARAFOLI., 2009). Em relacdo as enzimas que
removem o Ca** para o meio extracelular detectamos que a raz&o trocador/SERCA
€ de 0,8 enquanto no controle é 1,2 (em valores absolutos, compare Figura 22 e
Figura 23). Isto indica que a SERCA ainda é responsavel pela extrusdo de Ca?*
para o meio extracelular. Em casos de insuficiéncia cardiaca terminal, o trocador € a
enzima responsavel por essa funcédo (HASENFUS & PIESKE, 2002).

Em relacdo a atividade Ca®'-ATPasica total, observamos que a desnutricdo
crbnica aumenta a atividade (Figura 24). Devido a esse perfil, no rato CTRL a
atividade da SERCA contribui para 80 % da atividade Ca®*-ATPasica total, cabendo
a PMCA apenas 20 %. A desnutricdo cronica ndo modifica o conteudo de SERCA e
diminui sua atividade (Figura 23), enquanto aumenta o conteudo protéico e
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atividade da PMCA (MENDES, 2010 - dissertacdo de mestrado). Propomos que
esta enzima passa a superar a atividade da SERCA, como observado na Figura 25.
Os possiveis mecanismos para 0 aumento da atividade da PMCA s&o o aumento da
afinidade da enzima pelo Ca** (MENDES, 2010 - dissertacdo de mestrado) e a
fosforilacdo da enzima pela PKC (Figura 28). Apesar disso, ndo se pode descartar a
hipétese do desacoplamento entre a capacidade de transporte de Ca®" e a atividade
hidrolitica da enzima. Seja pelo aumento da afinidade da PMCA ao Ca*', seja pelo
desacoplamento da enzima, podemos postular que o Ca** n&do é removido de forma
eficiente do citoplasma contribuindo para as alteracfes observadas principalmente

durante a sistole.

Uma vez que a PMCA é modulada pelas proteinas cinases PKC e PKA — muita
das vezes produzindo efeitos antagbnicos como observado no epitélio renal
(CABRAL et al., 2007) — e que o nivel de fosfofrilagdo da enzima pela PKA se
apresenta reduzida, a PKC foi investigada. Na desnutricdo cronica a atividade da
PKC sensivel a calfostina se encontra diminuida (Figura 27). Apesar disso, a
fosforilacdo de PMCA por PKC é muito maior que no grupo CTRL possivelmente
porque a razdo PKC/PKA esta aumentada e devido a exposicdo de sitios de
fosforilacdo para PKC. Resultado similar foi observado no epitélio renal (CABRAL et
al., 2007; SILVA et al., 2014a).

A desnutricdo cronica aumenta a expressdo da PKCe (Figura 26), associada
em diversos estudos a instauracdo da insuficiéncia cardiaca (LIU & MOLKENTIN,
2010; KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014). Ja foi observado “up-regulation” da
expressdo das isoformas PKCe (NOGUCHI et al., 2004) em coragdes insuficientes
de ratos adultos. Além disso, estudos demonstram uma aumentada atividade e
expressao da isoforma PKCe em coragdes de ratos com deprimida funcéo de Frank-
Starling (caracteristica de insuficiéncia cardiaca) (MONTGOMERY et al., 2005). E
importante frisar que a PKCe ja foi comprovadamente relacionada a fosforilagdo dos
filamentos troponina | e troponina C cardiaca onde reduz a ativagdo do miofilamento
e atenua a cooperatividade dos filamentos finos (SOLARO & RARICK, 1998), ainda
nesse contexto foi observado que a superexpressao da isoforma PKCe esta
associada com reducdo na forca maxima ativada pelo Ca?** e aumentada

fosforilacdo da troponina | e troponina C, demonstrando uma intrinsica relacéo entre
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essa isoforma e defeitos contrateis observados na hipertrofia e insuficiéncia
cardiaca (GOLDSPINK et al.,, 2004) Podemos dessa forma especular que a
atividade da PKCe no grupo DBR-CR, seja mascarada pela diminuicdo total das
atividade de PKCs sensiveis a calfostina. O aumento da expressao da PKCe pode,
em parte, justificar o aumento de areas infartadas (Figura 10) e decréscimo da
funcdo de FranK Starling no grupo DBR-CR (Figura 15 e Figura 16). Além disso,
uma vez que a PKC contribui para o relaxamento miocardial ao fosforilar as
miofibrilas, tal reducdo na atividade total pode ser um fator contribuinte para o défcit

diastélico comentado anteriormente.

Adicionalmente, as vias de sinalizacdo no coracdo que envolvem o Ca** e o
Na®, este ultimo demonstrado por SILVA e colaboradores (2014a e 2014b), bem
como o0 consumo exacerbado de ATP pela PMCA, contribuem para o aumento dos
niveis tissulares de ROS. Nesse sentido observamos que tanto os radicais
oxidantes lipidicos, quanto os protéicos aumentaram no grupo DBR-CR (Figura 17).
O aumento do stress oxidativo lipidico pode parcialmente justificar a alteracdo na
atividade da PKC observada, uma vez que a mesma é ativada por DAG que advém
da quebra do PIP,; um lipidio de membrana (VIEIRA-FILHO et al., 2011). Da mesma
forma o aumento do stress protéico pode indicar danos a proteinas importantes
como as Ca®’-ATPases, proteinas cinases, trocador Na‘/Ca?* e miofibrilas
(REEVES et al., 1986; GOLDHABER, 1996; MORRIS & SULAKHE, 1997; ZAIDI &
MICHAELIS,1999; ZAIDI et al., 2003). Dessa forma a extensa atrofia e presenca de
areas infartadas podem ter como componente base, além da descompensacéo do
Ca”" intracelular, o dano oxidativo protéico como indutor da morte programada
dessas fibras como é demonstrado nos casos de insuficiéncia cardiaca (KOHLER et
al., 2014).

A justificativa do tratamento com propranolol advém do fato de que os ratos
DBR-CR apresentam na fase inicial de vida um aumento da frequéncia cardiaca
sem aumento de presséo sistélica e um quadro bastante semelhante a insuficiéncia
cardiaca pela ecocardiografia (MENDES, 2010 - dissertacdo de mestrado). Em
outras palavras, o coracdo destes ratos estaria sendo exposto a uma carga
simpatica exacerbada muito cedo que acarretaria numa perda de funcéo na vida

adulta. Por ser o propranolol um B bloqueador nao seletivo, além de bloquear os B-
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AR cardiacos, ele bloqueia B-AR vasculares, induzindo vasoconstriccdo (CADIRCI
et al., 2010), contribuindo, em parte, para a reducdo do extravasamento de liquido
nos tecidos e reducdo do edema em animais submetidos a desnutrigdo cronica.
Podemos notar que o tratamento a longo prazo promoveu de forma geral resultados
satisfatérios, dentre eles os que mais se destacam sdo: (i) impede o
desenvolvimento de atrofia ventricular e da congestdo pulmonar (Tabela 3), (ii)
reducdo de areas infartadas (Figura 10), (iii) previne a reducdo dos parametros
basais cardiacos PDVE, +dP/dt e -dP/dt (Figura 11), (iv) impede o aumento da
expressado do B-AR (Figura 18) com consequente reversao da via de sinalizacéo
associada a PKA (Figura 20 e Figura 21), (v) previne exclusivamente o aumento da
atividade da PMCA (Figura 24), reestabelecendo a proporcionalidade de
contribuicdo SERCA:PMCA para a atividade Ca®*-ATPasica total (Figura 25) e (vi)
mantém os niveis de atividade das PKCs sensiveis a calfostina (Figura 27).
Entretanto, o tratamento com propranolol diminuiu ainda mais a complacéncia
ventricular de forma que o perfil das curvas de Frank-Starling no grupo DBR-CRp se
mantiveram parecidas com aquelas obtidas no grupo DBR-CR e ndo CTRL. O
mesmo foi observado nos ensaios ex-vivo para 0s parametros cardiacos frente ao
ISO. Neste caso, a diminuicdo do Ey.x da PDVE e da +dP/dt foram mantidos e

associados a um decréscimo de -dP/dt que ndo estava modificado no rato DBR.

Clinicamente, o tratamento com propranolol demonstra que durante o0s
primeiros meses ocorre uma reducdo ainda maior do débito e da funcéo cardiaca
em paciente insuficientes e apdés trés meses consecutivos de tratamento 0s
beneficios e a melhora da fungéo cardiaca passam a ser observados (HALL et al.,
1995). Nesse sentido, uma observagdo mais longa dos animais tratados poderia
indicar se a reducdo da complacéncia ventricular estaria vinculada a reposta a longo
prazo do propranolol. Corroborando com essa hipotese, em um estudo realizado por
TUNCAY e colaboradores (2011), demonstraram que o propranolol melhorou a
funcao cardiaca (PDVE basal e na presenca de doses crescentes de ISO) em ratos
controle, tratados durante 13 semanas e ndao 10 semanas como em nosso estudo.
Outra possibilidade é de que para os estudos de Langendorff, o tratamento com
propranolol é descontinuado 2 dias antes dos ensaios para que ocorra a queda de 2
tempos de meia-vida do farmaco na corrente sanguinea (PACCA et al., 2002;
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PRIVIERO et al., 2007). Entretanto, ndo podemos garantir que o acumulo de

propranolol seja removido no tecido cardiaco, mascarando os ensaios com ISO.

Em conjunto com as publicacbes que demonstram alteracfes de funcéo renal,
bem como de mecanismos modulatérios (COSTA-SILVA et al., 2009, SILVA et al.,
2014a) é possivel postular que neste modelo de desnutricdo os ratos devenvolvem
uma Sindrome Cardio-renal do tipo 5, caracterizada pelas alteracdes cardiacas e

renais ocasionadas por uma causa sistémica (MIRANDA et al., 2009).

5.2. Impacto da desnutricdo intrauterina na funcéo cardiaca do rato adulto: a

hipdtese da programacao e a sensibilidade ao tratamento com propranolol.

Na desnutricdo intrauterina, as alteracbes moleculares detectadas né&o
representaram diretamente numa modificacdo do tecido cardiaco (Figura 9) nem
nos parametros hemodindmicos PDVE e velocidades de contragdo e relaxamento
(Figura 11) no rato adulto jovem. Apesar da relacdo pressdao—volume ser bastante
semelhante a obtida no rato CTRL, observamos um aumento da complacéncia
ventricular e hipertenséo leve (MENDES, 2010 - dissertagdo de mestrado). Estes
dados indicam que a mudanca do status nutricional, logo apdés o nascimento, deixa
marcas moleculares importantes deixando o coracao sensivel a qualquer insulto na
vida adulta, corroborando com a hip6tese da programacéo (BARKER, 1994; CLEAL
et al., 2007). O mesmo também foi observado em relacdo a funcdo renal. O
aumento da atividade dos transportadores de Na® no tibulo proximal renal e da
responsividade da via de sinalizacdo dependente de Ang Il nao refletiram
diretamente na excrecdo urinaria de Na* e no processo de filtracdo glomerular
(VIEIRA-FILHO et al., 2014).

O aumento do volume plasmatico (VIEIRA-FILHO et al. 2011) associado a
reducdo do deébito cardiaco (MENDES, 2010 - dissertacdo de mestrado) sem
alteracdo na hemodinamica cardiaca sugere que a desnutricdo intra-uterina dispara
mecanismos que tentam preservar a fungcdo do o6rgdo até a idade adulta. No
entanto, ndo se pode descartar que a desnutricao intrauterina promove aumento da
pos-carga ocasionada por uma hiperatividade simpatica vascular. Mesmo assim, o
aumento da descarga simpatica deixa marcas no tecido cardiaco como o aumento

do conteudo protéico dos B-AR cardiacos (Figura 18).
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A respeito do conteudo protéico dos B-AR cardiacos, este ndo representou
diretamente o aumento do Ensx nas respostas de PDVE e velocidades de contracéo
e relaxamento frente a diferentes concentracdes de ISO. Pelo contrério, foi
observado um decréscimo do Emax nas respostas de PDVE e da velocidade de
contracdo (Figura 12 e Figura 13) e nenhuma alteracdo na velocidade de
relaxamento (Figura 14). Isso indica que apesar de uma boa performance e
integridade das fibras ventriculares a capacidade responsiva € limitada. Tal hipotese
pode ser comprovada pelo fato de ocorrer um aumento da complacéncia ventricular
(Tabela 4) e que é perdida a relacdo volume-pressao (Figura 15 e Figura 16). Este
evento pode estar associado a dessensibilizacdo da via de sinalizacdo associada,
dependente de PKA.

O reajuste dos niveis intracelulares de Ca?* no DBR-IU pode ser o ponto-
chave da programacédo cardiaca que predispde o rato a doenca cardiovascular. A
desnutricdo intra-uterina promove o aumento do conteldo protéico do trocador
Na‘/Ca** e diminuicdo da atividade Ca®'-ATPasica total — reflexo da atividade
diminuida da PMCA. O possivel mecanismo para a diminuicdo destas atividades € a
diminuicdo das atividades das proteinas cinases. De fato, o nivel de fosforilacdo da
PMCA por PKA e por PKC é muito baixa (Figura 28), devido a diminuta atividade
das enzimas (Figura 21). Desta forma, podemos postular que o Ca** é removido do
meio intracelular preponderantemente pelo trocador Na‘/Ca?*, o marcador da
insuficiéncia cardiaca (HASENFUS & PIESK, 2002). Este evento pode impactar a
complacéncia ventricular, aumentando-a. Isso € importante porque o ventriculo
passa a acomodar melhor o retorno venoso na tentativa de sobrepor a barreira
imposta pela pos-carga. Entretanto, h4 um risco embutido nessa situagdo a longo
prazo. Cada vez que o reticulo deixa de retornar o Ca®" para seu interior, 0s
estoques tornam-se depletados, diminuindo a capacidade inotrOpica positiva do
coracdo que a principio ndo esta comprometida. Vale a pena ressaltar o desbalancgo
do conteudo protéico entre as isoformas de PKC a e € no sentido de favorecer o

dano do tecido cardiaco (Figura 26).

Ao contrario do que se observa no rim dos ratos DBR-IU, no coragéo néo se
observou o aumento dos marcadores do estresse oxidativo. O aumento da atividade

das ATPases observadas no epitélio renal pode impactar as mitocondrias na
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geracdo de ATP promovendo a producdo de ROS (VIEIRA-FILHO et al., 2009). Se
tornando um ciclo vicioso, quando a oxidacado lipidica e protéica afetam vias de
sinalizacdo e o dano tecidual. Na desnutricdo intrauterina, a atividade Ca?*-

ATPasica diminuida poderia evitar a geracao de ROS.

As alteragfes bioquimicas com o tratamento com propranolol sdo parcialmente
revertidas. Foram observados: (i) bloqueio parcial da diminuicdo da atividade da
SERCA, de forma que é mantida a sua preponderancia sobra a PMCA (Figura 24 e
figura 25) e (ii) prevencao da diminuicdo da atividade da PKC e PKA (Figura 21 e
Figura 27). O aumento da atividade da PKA pode fosforilar fosfolambam, que se
desliga de SERCA, aumentando a sua atividade a nivel controle. No entanto,
observamos a resisténcia ao tratamento, uma vez que o conteudo protéico do B-AR
continua aumentado. Podemos sugerir entdo, que em condi¢des normais, CoOmo nos
ratos CTRL, onde a via B-AR-PKA estd intacta o tratamento com propranolol
modifica a performance ventricular basal. No entanto, onde a via B-AR-PKA esta
alterada, a resposta cardiaca basal se torna resistente ao tratamento com o
farmaco. Mesmo neste contexto, 0 Enax dos parametros cardiacos frente ao 1ISO é

mantido.



6. CONCLUSAO

Desnutricado intrauterina
- | do débito cardiaco, volume
sistolico

- 1 aumento da pressao
sistdlica

- Hipertenséo arterial leve
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Desnutricdo cronica
- |do débito cardiaco, volume
sistolico e fracdo de ejecao
- faumento da pressao
sistdlica, diastdlica e frequéncia
cardiaca
- Hipertensao arterial bem
definida

- Inalterados
- Funcéo basal preservada

- Presséo desenvolvida,
velocidade de contracéo e
relaxamento basais reduzidos
- Dano principalmente sist6lico

- Pressao desenvolvida e
velocidade de contracéo
méaximas reduzidas

- Dano sistolico evidenciado por
estimulo adrenérgico adicional

- Presséao desenvolvida e
velocidade de contracéo e
relaxamento maximas
reduzidas

- Dano sistélico e diastolico
mais evidente com estimulo
adrenégico adicional

- complacéncia ventricular
aumentada

- Pressao desenvolvida em
resposta ao aumento de
volume intraventricular
aumentado

- Insuficiéncia cardiaca
ausente, apesar da deteccao
de alguns marcadores

Complacéncia ventricular
diminuida

- Presséao desenvolvida em
aumento de volume
intraventricular diminuido

- Insuficiéncia cardiaca
instaurada

moleculares
- Integridade das fibras - Atrofia muscular
cardiacas - Depdsito de colageno e

células adiposas

- Aumento de areas infartadas
- Insuficiéncia cardiaca
associada a degeneracao
tecidual do tipo infarto e
indicios de reparo

- Relacao peso ventricular
/peso corporal normal

- Aumento da relacao peso
ventricular /peso corporal

- Aumento do contetido de
agua ventricular e pulmonar
- Insuficiéncia cardiaca
ventricular esquerda

- Aumento de B-AR

- Aumento da atividade da PKA
- Compensacéo da disfungéo
sistolica por aumento da via

- Aumento de B-AR

- Aumento do contetdo e da
atividade da PKA

- Compensacéo da disfungéo
sistélica e diastélica por
aumento da via
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