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RESUMO

SODRE, F. S. S. Efeitos do jejum prolongado sobre o metabolismo do musculo
cardiaco e funcdo cardiaca em ratos. 2018. 96 f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2018.

O presente estudo teve por objetivo investigar os efeitos do jejum de 48 h sobre o
metabolismo do musculo cardiaco e sobre a funcao cardiaca. Para isso, ratos machos
com 60 dias foram separados em dois grupos: jejuados por 48 h (grupo experimental)
e alimentados (grupo controle). ApGs eutandasia, sangue e coracdo foram coletados.
O coracao foi excisado e a auricula do atrio direito (AAD), a auricula do atrio esquerdo
(AAE), parede do ventriculo direito (PVD), septo interventricular (SIV) e parede do
ventriculo esquerdo (PVE) foram separadas e analisadas individualmente. Analises
de parametros bioguimicos plasmaticos, dosagem de metabdlitos, atividade maxima
de enzimas, assim como expressdo génica e proteica foram realizadas. O jejum
promoveu alteracdes metabdlicas em todas as regides, sendo mais intensas na PVE.
Registros ventriculares e hemodinamicos também foram obtidos. O jejum diminuiu a
forca de contracao (dP/dt+), a forca de relaxamento (dP/dt-) e a frequéncia cardiaca
(FC), aumentou o tempo de enchimento diastélico e o hematdcrito. Apesar de
observamos aumento do potencial oxidativo e aumento da concentracdo disponivel
de ATP, é possivel que 48 h de jejum comprometa a volemia e por consequéncia a
funcdo cardiaca.

Palavras-chave: Jejum. Metabolismo. Musculo cardiaco. Fungao cardiaca.



ABSTRACT

SODRE, F. S. S. Effects of prolonged fasting on cardiac muscle metabolism and
cardiac function in rats. 2018. 96 f. Dissertation (Master thesis in Human Physiology)
- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2018.

The present study aimed to investigate the effects of 48 h fasting on cardiac muscle
metabolism and cardiac function. For this, male rats with 60 days were separated into
two groups: fasted for 48 h (experimental group) and fed (control group). After
euthanasia, blood and heart were collected. The heart was excised and the right atrial
atrium (RAA), left atrial atrium (LAA), right ventricular wall (RVW), interventricular
septum (IVS) and left ventricular wall (LVW) were separated and analyzed individually.
Analyzes of plasma biochemical parameters, dosage of metabolites, maximum activity
of enzymes, as well as gene and protein expression were performed. Fasting promoted
metabolic alterations in all regions, being more intense in PVE. Ventricular and
hemodynamic records were also obtained. Fasting decreased contraction force (dP /
dt +), relaxation force (dP / dt-) and heart rate (HR), increased diastolic filling time and
hematocrit. Although we observed an increase in the oxidative potential and an
increase in the available ATP concentration, it is possible that 48 h fasting

compromises blood volume and, consequently, cardiac function.

Keywords: Fasting. Metabolism. Cardiac muscle. Cardiac function.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Jejum

Por definicdo, jejum € a abstencéo total de alimentos por um determinado
periodo de tempo, sendo frequentemente realizado por motivos culturais, de saude e
religiosos (KERNDT et al., 1982; MAUGHAN; FALLAH; COYLE, 2010).

Desde o século passado o jejum tem sido utilizado em estudos de controle de
peso, prevencdo e tratamento de doencas (KERNDT et al., 1982; LONGO;
MATTSON, 2014). O jejum também foi instituido como um tradicional cuidado pré-
operatorio solicitado e realizado antes de procedimentos cirdrgicos para prevencao de
aspiracao do conteudo gastrico durante a inducdo anestésica (MENDELSON, 1946).
Porém, varios autores contestam esse tradicional cuidado e questionam a falta de
respaldo cientifico na conduta (NYGREN; THORELL; LJUNGQVIST, 2003; FEGURI
et al., 2012; MACHADO, 2012).

Em animais de experimentacdo o jejum também é frequentemente realizado
antes de cirurgias, e geralmente precede analises de parametros sanguineos,
dosagem de compostos e testes comportamentais, objetivando reduzir variabilidade
durante a investigacao desses parametros (NOWLAND; HUGUNIN; ROGERS, 2011;
JENSEN et al., 2013). Vale ressaltar que na maioria dos estudos o periodo de jejum
nao inclui auséncia de ingesta de agua, a privacdo é somente alimentar.

O jejum realizado em animais de experimentacdo pode variar de curtos (menos
de 24 horas) a longos (mais de 24 horas) periodos (NOWLAND; HUGUNIN; ROGERS,
2011). Na literatura, privacdo de alimento por longos periodos de tempo podem
desencadear varias alteracdes fisiologicas, metabdlicas e comportamentais
(ABRAHAMSEN; BERMAN; CARR, 1995; DUFFY et al., 1997; HEIDERSTADT et al.,
2000; CARR, 2002; SMITH; METZ, 2005; O'MALLEY; DAMBROSIA; DAVIS, 2008).
Periodos intermitentes de jejum também tem sido objeto de estudo de muitos
pesquisadores, demonstrando efeitos contrarios ao jejum prolongado (AHMET et al.,
2005; HEILBRONN et al., 2005; SOETERS et al., 2009; WAN et al., 2010; AZEVEDO,;
IKEOKA; CARAMELLI, 2013).

Sabe-se que, no estado de jejum, o0 organismo passa a depender de substratos
enddgenos. Durante longos periodos de jejum as reservas de energia vao sendo aos

poucos mobilizadas e tudo que é passivel de metabolizag&o € utilizado.
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Nas primeiras horas de jejum, visando manter os parametros vitais (como a
glicemia) e garantir aporte de substratos aos tecidos, as reservas de glicogénio,
principalmente do figado, sdo mobilizadas (CARLSON; SNEAD; CAMPBELL, 1994;
AGUILAR-NASCIMENTO; PERRONE; PRADO, 2009; FEGURI et al., 2012). Porém,
essas reservas sao rapidamente depletadas, passando a ser necessario mobilizacao
de outras reservas, como por exemplo as reservas de gordura (LONGO; MATTSON,
2014).

Intensa lipolise apds jejum prolongado foi descrita por varios autores que em
seus estudos observaram diminuicdo de insulina plasmatica e aumento de acidos
graxos circulantes (OPIE, 1968; BOTAS, 1989; CARLSON; SNEAD; CAMPBELL,
1994; JENSEN et al., 2013). Os acidos graxos podem ser fonte de energia para a
maioria dos tecidos e, como consequéncia de maior oferta e oxidacdo, podem
promover acumulo de acetil-CoA e gerar grande quantidade de corpos cetbnicos
(KERNDT et al., 1982; LONGO; MATTSON, 2014). Intenso jejum também mobiliza
rapidamente as reservas proteicas, pois, para manter glicose circulante, metabdlitos
ndo glicidicos, como as proteinas, podem ser utilizados para sintese de novo de
glicose via gliconeogénese (CARLSON; SNEAD; CAMPBELL, 1994; NYGREN, 2006).
Outros substratos e intermediarios metabdlicos também podem ser direcionados a
essa via.

Além dessas alteracdes metabdlicas, ja foram descritas numerosas alteracdes
fisiolégicas provocadas pelo jejum. Em trabalho publicado por Kerndt et al. (1982), o
jejum foi capaz de alterar parametros cardiovasculares, diminuindo significativamente
a pressao arterial (PA) e o balanco negativo de sédio (Na). Goldhamer et al. (2002),
também descreveram diminuicdo da PA, apds jejum prolongado, de individuos
hipertensos. Snorek et al. (2012), observaram menor incidéncia de arritmias pos-
infarto em ratos previamente submetidos a curto periodo de jejum. Por outro lado,
Liepinsh et al. (2014), observaram maior prote¢cdo a isquemia cardiaca em animais
alimentados quando comparados a animais jejuados.

Nitidamente, implicagbes do jejum no sistema cardiovascular se mostram bem
abrangentes e alteragfes significativas tem sido descrita. Assim, investigacées mais

detalhadas séo pertinentes.
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1.2 Sistema cardiovascular

O sistema cardiovascular € constituido por uma bomba percussora, o coracao,
e por uma rede vascular por onde o sangue circula. A principal funcédo do sistema
cardiovascular € manter a reperfusdo tecidual, e para isso, o sangue contendo
material nutritivo e oxigénio deve ser constantemente propelido pelo coracao
(VASSALO; OLIVEIRA; STEFANON, 2012; MICHELINI, 2017; SANTOS et al., 2017).

1.2.1 Anatomia cardiaca

A parede do coracéo € formada por varias camadas sendo elas: o pericéardio, 0
epicardio, miocardio e o endocardio (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014). E a camada
média e mais espessa do coracdo, chamada miocardio, a mais envolvida na
contratilidade cardiaca. Essa camada € constituida de musculo estriado cardiaco
permitindo os movimentos de contracdo e relaxamento do coracdo (MOORE;
DALLEY; AGUR, 2014; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Internamente 0 coracdo possui quatro camaras cardiacas: atrios direito e
esquerdo e ventriculos direito e esquerdo. Essas camaras cardiacas estao fixadas ao
esqueleto fibroso do coracéo, constituido de colageno denso, que além de manter a
estrutura do coracao, circunda valvulas existentes entre atrios e ventriculos e atua
como isolante elétrico (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017).

O éatrio direito (AD) é separado do atrio esquerdo (AE) pelo septo interatrial e o
ventriculo direito (VD) é separado do esquerdo (VE) pelo septo interventricular (SIV).
Esses dois septos sdo considerados parte da parede das camaras cardiacas,
possuindo também em sua estrutura fibras musculares (MOORE; DALLEY; AGUR,
2014). Por outro lado, atrios sédo separados de ventriculos por um arcabouco fibroso
constituido principalmente de tecido conjuntivo denso (MOORE; DALLEY; AGUR,
2014; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Cada camara cardiaca tem funcéo e estrutura bem especifica. O AD recebe
sangue venoso da veia cava superior e inferior e do seio coronario (MOORE; DALLEY;
AGUR, 2014). Para isso, conta com uma bolsa conica, constituida principalmente de
fibras musculares (musculos pectineos), chamada auricula direita que amortece o

sangue que chega e ainda atua como uma camara adicional, aumentando a
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capacidade do &trio (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014; NETTER, 2014). Apoés
contracao (sistole), o AD direciona o sangue recebido para o VD através da valvula
atrioventricular direita, também denominada valva tricuspide (formada por trés
cuspides) (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014).

O ventriculo direito (VD), por sua vez, direciona o sangue recebido para o
pulmao e para isso conta com varias estruturas importantes. Para que o sangue ndo
retorne para o AD (prolapso) e siga somente para o pulmao, as trés cuspides que
compdem a valvula atrioventricular esquerda estéo fixadas, por estruturas chamadas
cordas tendineas, em pequenas proje¢cdes musculares irregulares com bases fixadas
na parede ventricular denominada musculos papilares (MOORE; DALLEY; AGUR,
2014; NETTER, 2014). Antes da contracdo ventricular, ocorre a contracdo dos
musculos papilares, tensionando as cordas tendineas que por sua vez aproximam as
cuspides. E desta forma que durante a contracéo do ventriculo (sistole ventricular) o
prolapso é impedido e 0 sangue segue para o tronco pulmonar. Para seguir esse
caminho, o sangue passa por outra valvula chamada valvula do tronco pulmonar ou
valvula semilunar pulmonar (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014).

Através dos pares de veias pulmonares direita a esquerda, sangue oxigenado
entra no AE (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014). Assim como o AD, o AE também
possui uma auricula muscular, porém, menor (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014;
NETTER, 2014). O AE direciona o sangue oxigenado para o VE através da valvula
atrioventricular esquerda, também denominada valvula bicuspide ou mitral, formada
por duas cuspides (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014).

A principal funcéo do VE é propelir o sangue oxigenado para todos os 6rgaos
e tecidos (VASSALO; OLIVEIRA; STEFANON, 2012; MICHELINI, 2017; SANTOS et
al., 2017). Assim como o VD, o VE também possui masculos papilares que tencionam
cordas tendineas aproximam as duas cuspides da valvula atrioventricular esquerda,
impedindo que o sangue retorne para o AE (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014,
NETTER, 2014). Assim, 0 sangue segue para a aorta, passando pela valvula da aorta,
sendo direcionado para todo o corpo.

Por ter que enfrentar uma PA muito maior e ter que exercer mais forca, a
espessura da parede do VE é duas a trés vezes maior que a do VD (MOORE;
DALLEY; AGUR, 2014). Apesar do septo interventricular ser uma divisoria entre VD e
VE, e formar parte da parede de ambas, a maior parte muscular do septo
interventricular € parede do VE (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014).
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Além das diferencas estruturais gerais e funcionais, existem diferencas
celulares entre as camaras cardiacas. Segundo Kane e Terracciano (2017), os
midcito do miocardio (cardiomiocitos) que compde o musculo cardiaco possuem
caracteristicas diferentes quando comparado atrios e ventriculos. Cardiomidcitos que
compde o tecido contratil ventricular apresentam-se maiores, mais organizadas, com
estrutura tubular melhor desenvolvida, sarcomeros alinhados e maior namero de
mitocondrias, quando comparados a cardiomiocitos atriais (SHIMADA et al., 2004,
LUKYANENKO; CHIKANDO; LEDERER, 2009).

Outras diferencas entre atrios e ventriculos foram descritas, incluindo
expressdo diferencial de varios canais ibnicos (RAVENS; CERBAI, 2008), ampla
gama de proteinas especificas (FENG et al., 1997; GARBORIT et al., 2007) e genes
expressos de forma preferencial ou Unica em cada camara cardiaca (BIRD et al.,
2003). O gene MLC2V (myl2), por exemplo, que codifica cadeia leve de miosina, tem
sido frequentemente atribuido como marcador ventricular (LEE et al.,, 1992;
BRUNEAU et al., 2000; NG; WONG; TSANG, 2010).

1.2.2 Eventos elétricos e mecéanicos

Os eventos mecanicos de contracdo e relaxamento do coracéo sao precedidos
de eventos elétricos. Esses eventos sdao gerados e transmitidos pelo complexo
estimulador do coracao constituido de tecido nodal (n6 sinoatrial e né atrioventricular)
e fibras condutoras (His-Purkinje) (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014; NETTER, 2014).

O tecido nodal inicia os batimentos cardiacos e coordena a contracdo das
quatro camaras cardiacas (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014). O ritmo cardiaco &
determinado pelo né sinoatrial (marca-passo cardiaco) que ap0és atingir limiar de
despolarizacdo desenvolve potencial de acdo que se propaga célula a célula
rapidamente por todo o atrio, tanto esquerdo como direito (VASSALO; OLIVEIRA,;
STEFANON, 2012). Essa rapida transmissdo de sinal elétrico é facilitada por vias
especializadas presentes nos atrios, sendo elas: os tratos intermodais anterior, médio
e posterior, localizado na parede do AD, e o feixe de Bachmann, localizado no AE
(SANTOS et al., 2017).

A sincronizagdo da despolarizacéo de todas as células atriais é possivel devido

a propriedade de sincicio funcional do musculo cardiaco. Todas as células
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miocardicas se apresentam interconectadas por discos intercalares nos quais existem
juncdes comunicantes, que permitem a comunicacao direta entre os citoplasmas das
células e facilitam a rapida propagacédo do potencial de acdo (MOORE; DALLEY;
AGUR, 2014; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017;). Essa caracteristica do musculo
cardiaco é muito importante tendo em vista que sem sinal elétrico ndo ha evento
mecanico (contracao e relaxamento).

Devido a presenca do arcabouco fibroso entre atrios e ventriculos,
cardiomidcitos atriais ndo transmitem sinal elétrico para cardiomiocitos ventriculares
(MICHELINI, 2017). Porém, perfurando o arcabouco fibroso, outro tecido nodal,
denominado né atrioventricular, recebe o potencial de acéo, despolariza e transmite o
sinal para fibras condutoras (fibras do feixe de His e fibras de Purkinje) propagando
rapidamente o impulso para todas as células ventriculares (MOORE; DALLEY; AGUR,
2014; SANTOS et al., 2017). Esse sistema de conducao € muito rapido e apropriado
para contracdo simultdnea dos ventriculos.

Nessa sequéncia de eventos, atrio e ventriculo atuam juntos como bomba.
Duas bombas, portanto, podem ser consideradas: bomba direita e bomba esquerda.
Cada uma das bombas ejeta sangue para um circuito especifico. A bomba direta ejeta
sangue para os pulmdes (circulagdo pulmonar) enquanto que a bomba esquerda
bombeia sangue para o corpo (circulagéo sistémica) (SANTOS et al., 2017; MOORE;
DALLEY; AGUR, 2014). E imprescindivel que as duas bombas funcionem em
sintonia, ejetando o0 mesmo volume sanguineo na mesma unidade de tempo. As
acbes sincrdnicas das duas bombas cardiacas constituem o clico cardiaco
(VASSALO; OLIVEIRA; STEFANON, 2012; MICHELINI, 2017; SANTOS et al., 2017).

O impulso gerado pelo né sinoatrial (marca-passo do coracdo) pode sofrer
influéncia do sistema nervoso simpatico, acelerando a frequéncia cardiaca (FC), e
pelo parassimpatico, cuja regulacao € inibitéria (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014). O
simpatico e o parassimpatico podem ainda atuar sobre a velocidade de conduc¢ao do
impulso elétrico e sobre a forca de contracdo (inotropismo), cuja acdo simpatica
intensifica os eventos e a parassimpatica atua de forma antagbnica (VASSALO,;
OLIVEIRA; STEFANON, 2012; COOTE, 2013; GOURINE et al., 2016; MICHELINI,
2017).

Para gerar pressao necessaria e permitir a circulagdo do sangue por todo o
corpo, eventos mecéanicos cardiacos como contracdo (sistole) e relaxamento

(diastole) sdo essenciais.
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A unidade estrutural e funcional de contracdo nos cardiomiocitos sdo 0s
sarcomeros (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014; MICHELINI, 2017). Nos sarcOmeros,
miofibrilas contrateis estdo simetricamente arranjadas em filamentos finos de actina e
filamentos grossos de miosina (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014; MICHELINI, 2017).

Todos os eventos contrateis sdo dependentes de célcio (RINGER, 1882). Em
periodo de repouso, a concentracao de ions célcio (Ca?*) citoplasmatico € pequena
estando a maior parte desse ion armazenada no reticulo sarcoplasmatico, organela
fundamental para os eventos mecanicos, ou fora da célula (VASSALO; OLIVEIRA;
STEFANON, 2012; COOTE, 2013; GOURINE et al., 2016; MICHELINI, 2017).
Durante a excitagdo do cardiomiécito, canais de Ca voltagem dependente (tipo L)
abrem-se, permitindo entrada de Ca?* para dentro da célula, que por sua vez, atuam
sobre canais de liberagdo de Ca, localizados nas cisternas do reticulo
sarcoplasmatico, liberando mais Ca?* para o citoplasma (OPIE, 2005).

O aumento da concentracdo de Ca?* no citoplasma desencadeia o0 processo
contratil. Esse processo ainda € alvo de estudos, porém, é sabido que esse ion
interage com uma proteina do complexo troponina, a tropinina C, existente no
filamento fino de actina, movimentando moléculas de tropomiosina, liberando sitios
especificos do filamento fino e permitindo assim interacéo entre o filamento fino e
grosso (OPIE, 2005).

Segundo Rayment, Holden e Whittaker (1993), o contato entre os filamentos se
da pelo encaixe da cabeca da miosina, presente no filamento grosso de miosina, com
a regido descoberta do filamento fino de actina. O movimento entre os filamentos é
possivel devido a mudancas conformacionais que ocorrem na base da cabeca
(RAYMENT; HOLDEN; WHITTAKER, 1993). Esse evento necessita de ATP e de seus
produtos de degradacao para acontecer. O ATP também € importante para separacao
da cabeca da miosina da regido descoberta do filamento fino de actina, permitindo
repeticdo do ciclo. Ainda segundo Rayment, Holden e Whittaker (1993), enquanto
houver Ca?z* suficiente para continuar ligado a troponina C, varios ciclos podem
ocorrer. Esses ciclos deslocam ativamente os filamentos finos de actina em direcao
ao centro do sarcémero, encurtando-o. A soma do encurtamento dos sarcomeros leva
a contracao, promovendo a sistole cardiaca (OPIE, 2005).

A fase diastdlica, por sua vez, tem inicio com o sequestro de Caz
citoplasmatico por bombas localizadas no reticulo sarcoplasmatico (tipo SERCA, cujo

funcionamento requer ATP), e pela saida de Ca?* para o meio extracelular (OPIE,
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2005). Assim, a diminuicdo de Ca?* citoplasmatico promove o relaxamento das fibras
cardiacas.

1.2.3 Requlacdo da forca de contracao e relaxamento do musculo cardiaco

Muitos mecanismos podem regular a for¢a de contracado (inotropismo) e a forca
de relaxamento (lusitropismo) do musculo cardiaco. Essa regulacdo pode ser
intrinseca, realizada pelo proprio musculo cardiaco, ou extrinseca, através do controle
neural e hormonal (VASSALO; OLIVEIRA; STEFANON, 2012; COOTE, 2013;
GOURINE et al., 2016; MICHELINI, 2017).

De duas formas o proprio musculo cardiaco regula sua forca contratil. Ele
possui a capacidade de alterar a disponibilidade de Ca2* e também o tamanho inicial
do sarcémero, em decorréncia de alterac6es no enchimento da cadmara cardiaca na
diastole (MICHELINI, 2017).

O tamanho inicial do sarcémero é muito importante para determinar a forca de
contracdo. Quanto maior a distencdo do sarcdmero na diastole, melhor a
sobreposicao ideal dos filamentos de actina e miosina e maior a forca de contracéo
na sistole cardiaca. Reducédo do tamanho inicial do sarcémero, por sua vez, diminui
parcialmente a forca contratil. Essas relacdes foram propostas por Frank e Starling,
sendo hoje conhecida como mecanismo de Frank-Starling (OPIE, 2005). A distencéo
do sarcébmero também aumenta a sensibilidade das miofibrilas contrateis ao Ca?",
sendo seu efeito inotropico maior quanto maior o tamanho inicial do sarcébmero na
diastole (OPIE, 2005).

Como dito anteriormente, o principal determinante da contracdo e do
relaxamento é a concentracao citoplasmatica de Ca2*. Tanto a estimulagéo simpatica
guanto aumento de catecolaminas circulantes podem modular essas concentragdes,
interferindo no processo contratil (VASSALO; OLIVEIRA; STEFANON, 2012; COOTE,
2013; GOURINE et al., 2016; MICHELINI, 2017). A estimulacdo simpatica também
regula de outras formas a contratilidade cardiaca, podendo, por exemplo, estimular o
metabolismo celular e estimular a fosforilagdo de canais de Ca?*, via AMP ciclico,
aumentando a forga contratil (OPIE, 2005). O AMPc ciclico gerado nesse processo
pode ainda atuar sobre a fosfolamban, uma proteina moduladora localizada no reticulo
sarcoplasmatico que aumenta a recapitacao de Ca?* citoplasmatico pela SERCA e,
por consequéncia, aumenta a velocidade de relaxamento cardiaco (OPIE, 2005).
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O efeito regulatério hormonal sobre a for¢a de contragdo pelas catecolaminas
secretadas pelas glandulas adrenais também € conhecido; estas atuam de forma
muito semelhantes aos efeitos do sistema nervoso simpatico (MICHELINI, 2017).
Porém, os efeitos persistem por mais tempo, sendo muito importantes em situaces
cronicas como hipotensao, hipovolemia e até mesmo insuficiéncia cardiaca (OPIE,
2005).

Além dos mecanismos de regulacdo citados, alteracdes hemodinamicas
também podem alterar a forca de contracdo do musculo cardiaco (MURRAY; KORY;
CLARKSON, 1969; TRABER; MEYER; TRABER, 1993). Os eventos envolvendo essa

modulagdo estdo muito associados com o mecanismo de Frank-Starling.

1.3 Metabolismo do musculo cardiaco

Para realizar o trabalho mecénico continuo, exercer funcao de bomba e garantir
perfusdo tecidual, o coracdo necessita de oferta continua de substratos para producao
de moléculas energéticas. O ATP € a principal molécula energética do coracao e
perturbacdes na sua producao interferem diretamente no trabalho cardiaco (OPIE,
1968; DOENST et al., 2013). Além da contratilidade cardiaca, o ATP é também
importante na manutengdo da homeostase ionica, garantindo o funcionamento das
bombas (GIBBS, 1978; GERTZ et al., 1988; SUGA, 1990). A guantidade de ATP
requerida pelo coracao é grande e continua (DOENST et al., 2013). Além do ATP, o
coracao tem fosfocreatina, que constitui um sistema de vai e vem, transportando
ligacdo fosfato de alta energia da mitocondria para o citoplasma e contribuindo para
suprir as necessidades energéticas (COOK et al., 2001; BEER et al., 2002).

O musculo cardiaco € o tecido que apresenta 0 maior consumo de oxigénio por
grama de tecido do organismo (OPIE, 1968; ALLEN; ORCHAND, 1987; GLATZ;
LUIKEN; BONEN, 2001). Para atender o intenso metabolismo aer6bio, o miocardio
apresenta em suas células mioglobinas e numerosas mitocondrias (GIBBS, 1978).
Grande parte do ATP do coragédo é produzido pela oxidacdo de acido graxo (AG),
sendo a B-oxidacao (via aerdbia) a principal fonte geradora deste (OPIE, 1968).

Outros metabolitos como glicose, lactato, corpos cetbnicos e aminoacidos
também s&o usados pelo muasculo cardiaco para producédo de ATP (OPIE, 1968;
WISNESKI et al., 1985; GERTZ et al., 1988). A escolha do substrato energético a ser

metabolizado pelo coragédo pode ser influenciada pela disponibilidade de substratos



24

na corrente sanguinea (OPIE, 1968). Durante o exercicio fisico, por exemplo, o
aumento da producao de lactato o torna substrato de escolha do musculo cardiaco, o
mesmo ocorre com corpos cetdnicos durante o jejum e com a glicose no periodo pos-
prandial (OPIE, 1968).

O musculo cardiaco também apresenta modulagédo na selecdo do substrato e
na atividade metabdlica. Interacbes entre substratos, acdo hormonal, expressao
génica de enzimas do metabolismo energético e modificacdes pos-transcricionais séo
alguns exemplos (DOENST et al., 2013). A elucidacéo dessas interacdes é de grande

relevancia, principalmente em situacdes patolégicas.

1.3.1 Oxidacdo de glicose

A glicose é transportada, para o interior do cardiomiécito, por transportadores
de glicose (GLUTS), tais como GLUT 1 e GLUT 4 (transportadores classicos de glicose
no musculo cardiaco), sendo este ultimo predominante no coracdo do adulto (ABEL,
2004; AERNI-FLESSNER et al., 2012). No citoplasma, a glicose é oxidada pela via
glicolitica gerando, ao final de sua oxidacdo, NADH, ATP e piruvato (Figura 1)
(NELSON; COX, 2014).

O piruvato gerado na via glicolitica pode ser convertido em lactato, por acao
da enzima lactato desidrogenase (LDH), ou ser oxidado, pelo complexo da
desidrogenase pirlvica, durante transporte para a matriz mitocondrial, para formar
acetil-CoA (BOTAS, 1989; DOENST et al., 2013). Quando a concentracao de glicose
se eleva na circulacdo esta pode seguir para a sintese de glicogénio, que constitui
uma reserva energética importante para o miocardio, principalmente em situacfes de
hipoxia (OPIE, 1968; HENNING et al.,1996).
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Glicose

ATP

ADP Hexocinase

Glicose-6-fosfato
Fosfo-hexose-isomerase

Frutose-6-fosfato

ATR.

ADP Fosfofrutocinase-1

Frutose -1,6-bifosfato
I Aldolase

Gliceraldeido-3-fosfato
Di—hidroxiagetona—fosfato
Tiosefosfato-isomerase
(2) Gliceraldeido-3-fosfato
(2)p

(2)NAD+

(2JNADH + [2]Hs Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase

(2) 1,3-bifosfoglicerato
(2)ADP.

(2)ATP Fosfoglicerato-cinase

(2) 3-fosfoglicerato

Fosfoglicerato-mutase
(2) 2-fosfoglicerato

2H:0 Enolase

(2) Fosfoenolpiruvato

(2)ADP Piruvato-cinase
(2)ATP

(2) Piruvato

Figura 1 — Etapas da oxidacdo de glicose pela via glicolitica (adaptado de NELSON; COX, 2014)

1.3.2 Oxidacdo de acido graxo (AG)

Apesar de ser uma molécula lipossoluvel, podendo por definicdo passar
livremente pela membrana plasmatica, o transporte de AG da corrente sanguinea para
o interior das células, principalmente AG de cadeia longa, é facilitado por proteinas de
transporte de acido graxo (FATP) (van der VUSSE; van BILSEN; GLATZ, 2000;
GLATZ; LUIKEN; BONEN, 2001). No coracgdao, a principal FATP é a FATP6 (GIMERO
et al., 2003).
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No citosol, o AG é esterificado em acil-CoA graxo, que pode seguir para a
mitocondria ou ser esterificado em triglicérides (BOTAS, 1989). O transporte para o
interior da mitocondria envolve conversédo do acil-CoA graxo em acil-graxo-carnitina
pela enzima carnitina palmitoil transferase | (CPT 1), enzima localizada na membrana
mitocondrial externa. Vale ressaltar que essa etapa, realizada pela CPT I, representa
uma etapa reguladora da oxidacao de AG (DOENST et al., 2013). Apds a entrada na
mitocondria, e por acdo da enzima carnitina palmitoil transferase Il (CPT Il), o grupo
acil se desliga da carnitina e volta a se associar com uma molécula de Coenzima A
mitocondrial formando novamente o acil-CoA graxo.

Dentro da mitocondria o acil-CoA graxo sofre oxidacéo, pela via da B-oxidacgéo,
e gera como produto varias moléculas redutoras (NADH e FADH2) e acetil-CoA
(LOPASCHUK et al., 2010; NELSON; COX, 2014). Tanto o acetil-CoA gerado pela
glicolise quanto o acetil-CoA gerado pela B-oxidacdo podem seguir para o ciclo de
Krebs (OPIE, 1968). Os redutores, NADH e FADH2, gerados no ciclo de Krebs e na 3-
oxidacdo seguem para as cristas mitocéndriais onde sofrem fosforilagéo oxidativa (na
cadeia respiratéria), gerando grande quantidade de ATP (Figura 2) (COOK et al.,
2001).

________________________________

r Ciclo de Krebs

» NADH, FADH2 -

ADP + P .

Figura 2 — Etapas da oxidacdo de 4cidos graxos no interior damitocondria (adaptado de NELSON;
COX, 2014)

H:0
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1.3.3 Ciclo de Randle

Como dito anteriormente, a utilizagdo do substrato pelo tecido cardiaco pode
ser modulada por diversos fatores, incluindo interacdes entre os substratos (DOENST
et al., 2013).

Em 1963, Randle e colaboradores propuseram o “ciclo acido graxo-glicose”, ou
ciclo de Randle, descrevendo a interacdo entre esses substratos no musculo cardiaco.
Randle propds que, como consequéncia da maior disponibilidade de AG, ha reducéo
na oxidacdo de glicose, ou seja, a maior utilizacdo de um substrato pode inibir a
utilizacdo do outro. Esse mecanismo foi considerado um ajuste fino na selecdo de
substrato a ser metabolizado (HUE; TAEGTMEYER, 2009).

O ciclo de Randle foi confirmado e contestado por muitos pesquisadores. No
musculo esquelético, por exemplo, o ciclo de Randle parece explicar a preferéncia
desse tecido por AG durante atividade moderada de longa duragéo, porém, o principio
é falho durante exercicio intenso (SILVEIRA et al., 2011).

1.3.4 Mecanismos envolvidos na interacdo acido graxo-glicose

Antes de Randle e colaboradores (1963) descreverem o ciclo acido graxo-
glicose como mecanismo regulador da utilizacdo desses substratos, os efeitos de
horménios sobre o metabolismo jA eram conhecidos (HUE; TAEGTMEYER, 2009).
Era sabido, por exemplo, que a diminuicdo da insulina, que ocorre durante o jejum,
estimula a lipélise aumentando assim a oferta de AG para os tecidos e como
consequéncia maior oxidacao deste (FRAYN; ARNE; YKI-JARVINEN, 2006).

Randle e colaboradores introduziram um novo mecanismo no controle da
utilizac@o de substratos energéticos. O controle do metabolismo, até entdo assumido
ser mediado somente por hormonios, passou também a considerar as interacdes entre
0s préprios substratos. A oferta aumentada de AG, causa inibicdo de varias etapas da
via glicolitica tais como: captacdo de glicose e atividade da hexoquinase e do
complexo da desidrogenase piravica (RANDLE, 1998).

Apos a publicagdo dos trabalhos de Randle, outros mecanismos relacionados
ao controle da utilizagdo de glicose e acidos graxo foram descobertos. Os receptores
ativados por proliferador de peroxissoma (PPAR), por exemplo, foram descritos como

sendo importantes reguladores transcricionais do metabolismo lipidico (LOPASCHUK
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et al.,, 2010). No coracdo, o aumento da expressdo de PPARa, membro da familia
PPAR, modula o metabolismo induzindo oxidacdo de AGs (FINCK et al., 2002). A
delecdo de PPARaq, por sua vez, nao somente reduz a oxidagao de AG como também
aumenta a oxidacao de glicose (CAMPBELL et al., 2002). O metabolismo da glicose
também pode ser estimulado por ERRa (receptor alfa dependente de estrégeno) por
meio da estimulacdo da transcricdo de genes envolvidos no metabolismo desse
substrato (HUSS et al., 2004). Tanto PPARa como ERRa podem ainda ser co-ativados
pelo coativador 1-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PGC1a),
e, como consequéncia, estimular captacdo de AG e sua oxidacdo (ROWE; JIANG,;
ARANY, 2010).

Outro mecanismo de regulacdo do metabolismo de glicose e AG envolve a
proteina quinase ativada por AMP (AMPK). A diminui¢do de substratos energéticos e
o aumento da demanda por ATP podem ativar a AMPK (HARDIE; CARLING,;
CARLSON, 1998; HARDIE, 2007). Uma vez ativada, a AMPK estimula a oxidacdo de
AG e glicose, vias geradores de ATP (HARDIE; CARLING; CARLSON, 1998; HUE;
RIDER, 2007; NAGOSHI et al., 2011). A AMPK pode ainda ativar o PGC1a (ZAHA,
YOUNG, 2012).

Também ja foi descrito forte regulacdo pés-transcricional de enzimas do
metabolismo de glicose e AGs. Varios miRNAs parecem participar deste tipo de
regulacdo (TSUKAMOTO et al., 2010; SANG et al., 2013).

Em vista do exposto, fica claro que os mecanismos envolvidos na utilizacdo de
substratos energéticos e no metabolismo sdo mais complexos do que parecem.
Entendé-los se torna muito relevante, principalmente em condi¢des especificas como

o jejum.
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2 JUSTIFICATIVA

Em trabalho publicado pelo nosso grupo foi observado reducdo na area de
infarto no coracdo de ratos submetidos a 48 h de jejum. Esse efeito protetor foi
associado a alterac6es no metabolismo energético do musculo cardiaco, tais como
acumulo de glicogénio e de ATP. Como observado no estudo de Souza Junior et al.
(2015), o conteudo de glicogénio, acumulado no VE do coracéo de ratos durante o
jejum, compensaria a baixa oxidacdo de AGs na vigéncia de baixo suprimento de
oxigénio, o que manteria a sintese de ATP e consequentemente a viabilidade celular.
Em 2009, Kokubun e colaboradores também haviam descrito mudancas induzidas
pelo jejum de 48 h, identificando o mesmo aumento do conteudo de glicogénio no
ventriculo esquerdo de ratos.

Como descrito acima, mesmo em situagdo de jejum prolongado (48h), o
musculo cardiaco mantém a producao de ATP e o trabalho cardiaco continuo. Esse
periodo de jejum deve promover alteracdes importantes no metabolismo do ventriculo
esquerdo que, porém, sdo pouco conhecidas. Também permanecem desconhecidas
as alteracBes provocadas por esse periodo de jejum em outras camaras cardiacas e
no septo interventricular. Ademais, ndo se sabe se existe influéncia dessas alteragdes
metabdlicas, provocadas pelo jejum, na funcéo cardiaca. Frente a isso, a motivagao
deste estudo foi elucidar as alteracdes metabdlicas provocados pelo jejum de 48h de
modo sistematico e detalhado no coragao de ratos, assim como alteracdes causadas

por esse mesmo tempo de jejum na funcao cardiaca.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve por objetivo investigar os efeitos do jejum de 48 h no

metabolismo e na fungéo cardiaca.

3.2 Objetivos especificos

Investigar no coracdo de ratos as alteracbes metabodlicas provocadas pelo
jejum de 48 h. Para isso, a auricula do atrio direito (AAD), a auricula do atrio esquerdo
(AAE), parede do ventriculo direito (PVD), septo interventricular (SIV) e parede do
ventriculo esquerdo (PVE) foram separados e estudados;

Investigar os efeitos do jejum de 48 h no metabolismo de glicose e AG nas

diferentes regides do coracéo;

Investigar as alterac6es provocadas pelo jejum de 48 h na funcéo cardiaca;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e protocolo experimental

O protocolo experimental foi aprovado pelo CEUA do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP), certificado n°® 93/2016.
Ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, obtidos do biotério do Departamento de
Fisiologia e Biofisica, ICB-USP, foram mantidos em sala com ciclo claro-escuro de 12-
12 h e temperatura de 23+2° C, com dieta comercial para ratos (Nuvilab CR-1, Curitiba,
PR, BR) e agua ad libitum até completarem 60 dias. Apds esse periodo, 0s animais
foram separados aleatoriamente em dois grupos: jejuados por 48 h (grupo
experimental) e alimentados (grupo controle). Os animais do grupo experimental ndo
tiveram acesso a racao por 48 h antes de serem submetidos a eutanasia, porém,
tiveram acesso a agua livremente. Os animais do grupo controle foram mantidos com
livre acesso a alimentacao e agua. Os animais foram pesados diariamente, durante o
protocolo experimental.

Apés eutanasia por decapitacdo, sangue e coragao foram coletados. O coracao
foi excisado e as quatro camaras cardiacas separadas. A auricula do atrio direito
(AAD), a auricula do éatrio esquerdo (AAE), a parede do ventriculo direito (PVD), o
septo interventricular (SIV) e a parede do ventriculo esquerdo (PVE) foram separadas,
pesadas e congeladas imediatamente em nitrogénio liquido. O sangue de cada animal
foi coletado em dois tubos, um contendo EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético)
para obter plasma e outro sem EDTA para obter soro. Todo o material coletado foi
mantido em congelador a -80°C. O figado e as gorduras periepididimais dos animais
também foram pesadas. Para normalizacdo do peso dos 6rgdos e tecidos a tibia
direita de cada animal foi removida e medida.

Outro lote de animais da mesma espécie, idade e sexo, também foi separado
aleatoriamente nos dois grupos (experimental e controle) para avaliagdo de variaveis
hemodindmicas e ventriculares. Para isso, os animais foram anestesiados com
cetamina (100 mg/kg de p.c; Syntec, Cotia, SP, BR), xilazina (10 mg/kg de p.; Syntec)
e acepromazina (1 mg/kg de p.c; Syntec) intraperitoneal, mantidos em respiracéo
espontanea e colocados em decubito dorsal sobre placa aquecida para realizacdo do
cateterismo da carétida. Apos perda completa dos reflexos de dor, foi realizado incisédo

mediana na regiao ventral do pescoc¢o, com afastamento da musculatura, seguida do
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isolamento da artéria carétida direita. A carétida foi canulada com um cateter de
polietileno Tygon (Medical Tubing Saint Gobain, Akron, OH, EUA) preenchido com
salina heparinizada (100 U/mL) e introduzido (ap6s pequena abertura da parede
vascular) em direcdo a aorta. Apos registros hemodinamicos o cateter foi avancado
suavemente em direcdo ao coracao até alcancar o VE para obter registros de variaveis
desta camara cardiaca. Ao final dos registros os animais foram submetidos a

eutanasia cujo método foi excesso de anestésico.

4.2 Andlise do peso corporal, gordura periepididimal, figado e musculo cardiaco

Os animais dos dois grupos (jejuados por 48 h e alimentados) foram pesados
diariamente durante todo o protocolo experimental objetivando identificar possiveis
alteracbes no peso corporal. Os valores do peso corporal dos animais foram
expressos em gramas (g). Apos eutanasia, além do musculo cardiaco (somatoria da
AAD, AAE, SIV, PVD e da PVE), o figado e as gorduras periepididimais também foram
pesadas. O peso desses tecidos e 6érgdos foram normalizados pela medida em
milimetros (mm) da tibia direita de cada animal. Os resultados foram expressos como

g/mm (para figado e gordura periepididimal) e mg/mm (para musculo cardiaco).

4.3 Analise de parametros bioquimicos no plasma e soro

As concentragdes de glicose, triacilglicerol, colesterol total, HDL, LDL e lactato
foram determinadas utilizando kits comerciais especificos (Labtest, Belo Horizonte,
MG, BR). O plasma foi utilizado para determinar lactato, seguindo recomendacdes
especificas do fabricante (Lactato enzimatico, Labtest, Belo Horizonte, MG, BR,
codigo 138). Para a determinacdo dos demais parametros bioquimicos foi utilizado
soro. Glicerol (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) e B-hidroxibutirato (Cayman chemical,

Ann Arbor, MI, EUA) também foram mensurados com kits comerciais especificos.

4.4 Determinacdo das concentragfes de substratos no muasculo cardiaco

4.4.1 Determinacédo das concentracoes de ATP, lactato e glicogénio
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Amostras da AAD, AAE, SIV, PVD e da PVE foram homogeneizadas com acido
perclorico (HCIO4) (0,6 N) utilizando pistilo estéril (Axygen Scientific) no mesmo dia da
coleta. O homogenato foi centrifugado a 12.000 rpm, 4°C, durante 15 minutos. Uma
aliquota do sobrenadante foi neutralizada com bicarbonato de potassio (KHCO3) a 1M
para a quantificagcdo do ATP. O tampao de ensaio consistiu de 75mM cloridrato de
Tris (Tris-HCI), 7,5mM cloreto de magnésio (MgClz), 0,8mM EDTA, 1,5mM cloreto de
potassio (KCI), 4mM B-mercaptoetanol, 0,05% TritonX100, 0,4mM NADP+, 1mM
glicose, 10 unidades de hexoquinase+glicose-6-fostato desidrogenase e o
homogeneizado (LAMPRECHT; TRAUTSHOLD, 1965). As absorbéancias foram lidas
utilizando placa UV em espectrofotometro SpectraMax Plus (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) a 340 nm. A concentracdo de ATP foi expressa em unidade
relativa.

Para a determinacao de lactato, amostras da AAD, AAE, SIV, PVD e da PVE
também foram homogeneizadas com HCIO4 (0,6 N) utilizando pistilo estéril. O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 rpm, 4°C, durante 15 minutos e o
sobrenadante separado e utilizado para determinar a concentracdo de lactato
seguindo as instru¢Bes do fabricante (Lactato enzimatico, Labtest, Belo Horizonte,
MG, BR, cddigo 138). As absorbancias foram lidas utilizando placa de 96 pocos em
espectrofotometro SpectraMax Plus a 340 nm. Os valores estdo expressos como
miligrama (mg) de lactato por grama (g) de tecido.

Para determinar a concentracdo de glicogénio nas auriculas dos atrios, na
parede dos ventriculos e no septo interventricular, as amostras foram
homogeneizadas como descrito acima. Uma aliquota do sobrenadante foi neutralizada
com KHCOs a 1M e a concentracdo de glicogénio foi determinada pelo método da
amiloglicosidase (KEPPLER; DECKER, 1974). Este método € baseado na conversao
do glicogénio em glicose por acdo da amiloglicosidase (Sigma, Saint Louis, MO, EUA).
A concentragdo de glicose foi determinada pelo método enzimatico-colorimétrico
utilizando kit comercial especifico (Glicose Liquiform, Labtest, Belo Horizonte, MG,
BR, cddigo 133). A concentracdo de glicogénio foi obtida pela avaliacdo da glicose na
amostra apos digestao enzimatica. Os valores foram expressos como mg por peso do

tecido em gramas.
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4.4.2 Determinacdo das concentracoes de ADP, piruvato e glicerol na PVE

Amostras da PVE foram homogeneizadas com HCIO4 (0,6 N) utilizando pistilo
estéril (Axygen Scientific). O homogenato foi centrifugado a 12.000 rpm, 4°C, durante
10 minutos. Aliquotas do sobrenadante forem neutralizadas com KHCOs a 1M para
quantificacdo de ADP, piruvato e glicerol.

Para determinar a concentracéao de ADP, do sobrenadante, o tamp&o de ensaio
consistiu de 50mM de Tris-HCI, 2mM sulfato de magnésio (MgSOa4), 5mM de KCl,
0,05% Triton X 100, 2U de lactato desidrogenase (LDH), 4U de piruvato quinase (PK),
0,2mM NADH, 2mM de fosfoenolpiruvato (PEP) e o homogeneizado (ADAM, 1965).
As absorbancias foram lidas, utilizando placa UV, em espectrofotbmetro SpectraMax
Plus a 340 nm. A concentragéo de ADP foi expressa em unidade relativa.

Para piruvato, o tampé&o de ensaio consistiu de 100 mM fosfato monopotéssico
(KH2PO4), 10mM de MgClz, 80mM KClI, 0,05% TritonX100, 9U LDH, 0,17mM NADH e
o homogeneizado (BUCHER et al., 1965). As absorbancias foram lidas a 340 nm,
também em placa UV, utilizando espectrofotdbmetro SpectraMax Plus. A concentracédo
de piruvato foi expressa em micromol (umol) por grama (g) de tecido.

A concentracdo de glicerol da PVE foi determinada utilizando kit comercial
especifico (Sigma, Saint Louis, MO, EUA). Os valores estdo expressos como

miligrama (mg) de glicerol por grama (g) de tecido.

4.5 Atividade méaxima de enzimas de vias metabdlicas

Amostras da AAD, AAE, da PVD, do SIV e da PVE foram homogeneizadas,
utilizando pistilo estéril, em tamp&o de extracdo (pH 7,4) contendo: 50 mM de Tris-
HCI, 1 mM de EDTA, coquetel de inibidor de protease e TritonX100 1%. A atividade
maxima das enzimas hexoquinase (HK), fosfofrutoquinase 1 (PFK1), piruvato quinase
(PK), citrato sintase (CS), B-hidroxiacil-CoA desidrogenase (HOADH), carnitina
palmitoil transferase | (CPTI) e lactato desidrogenase (LDH) foram determinadas a
25°C utilizando espectrofotometro SpectraMax Plus.

Para determinar a atividade maxima da HK (EC 2.7.1.1) o tampéao de ensaio
consistiu de 75mM Tris-HCI, 7,5mM MgCl2, 0,8mM EDTA, 1,5mM KCI, 4mM f3-
mercaptoetanol, 0,05% TritonX100, 0,4mM NADP”*, 2,5mM ATP, 1,4 U glicose-6-

fosfato desidrogenase (G6PDH) e o homogeneizado. A reacao foi iniciada com adi¢céo
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de 1mM de glicose e as absorbancias foram lidas em placas UV a 340nm
(CRABTREE; NEWSHOLME, 1972).

A atividade maxima da PFK1 (EC 2.7.1.56) também foi avaliada em placa UV
a 340nm e a reacdo constituiu de 50mM Tris-HCI, 2mM MgSO4, 5mM KClI, 0,05%
TritonX100, 2U LDH, 4U PK, 1mM ATP, 0,2mM NADH, 2mM PEP e o homogeneizado.
A reacdo foi iniciada com adicdo de 3mM de frutose-6-fosfato (F6P) (OPIE;
NEWSHOLME, 1967).

A reacdo para determinar a atividade da PK (EC 2.7.1.40) constituiu de 100mM
KH2PO4, 10mM MgCl2, 80mM KCI, 0,05% TritonX100, 9U LDH, 0,17mM NADH e 5mM
ADP. A adicao do homogeneizado e de 2mM de PEP iniciou a reagao. As leituras das
absorbancias foram realizadas a 340nm em placa UV de 96 pocos (ZAMMIT;
NEWSHOLME, 1978).

A atividade maxima da CS (EC 4.1.3.7) foi determinada em tampdao de ensaio
(pH 8,1) constituido de 100mM de Tris-HCI, 1mM EDTA, 0,2mM &cido ditio-
nitrobenzéico (DTNB), 0,1mM acetil-CoA, TritonX100 0,05% (v/v) e o
homogeneizado. A reacédo foi iniciada com a adicdo de 1mM de oxaloacetato e as
absorbancias lidas a 412 nm (ALP; NEWSHOLME; ZAMMIT, 1976).

A reacédo para determinacéo da atividade maxima da HOADH (EC 1.1.1.35) foi
realizada em uma mistura de reacado contendo 100mM KH2POs4, 0,4 mM NADH e o
homogeneizado. A reacdo foi iniciada com 5,4mM de acetoacetil-CoA e as
absorbancias lidas a 340 nm em placa UV de 96 pocos (LYNEN; WIELAND, 1955).

A atividade maxima da CPTI (EC 2.3.1.21), foi determinada em tampéo de
ensaio (pH 8,1) constituido de 60mM de Tris-HCI, 1,5mM EDTA, 0,25mM de DTNB,
TritonX100 0,05% (v/v), 0,035mM palmitoil-CoA e o homogeneizado. A reacao foi
iniciada com a adicdo de 1,25mM L-carnitina e as absorbéancias lidas a 412 nm
(BIEBER; ABRAHAM; HELMRATH, 1972).

Por fim, a atividade da LDH (EC 1.1.1.27), isoforma que catalisa a conversao
de piruvato em lactato, foi determinada utilizando kit comercial especifico (LDH
liquiform, Labtest, Belo Horizonte, MG, BR, cddigo 86).

Os resultados das atividades enzimaticas, exceto LDH, foram expressos como
pmol/min por grama de tecido. O resultado da atividade da LDH foi expresso em

unidade (U) por grama de tecido.
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4.6 Extracdo de RNA total, sintese de cDNA e RT-PCR

Amostras da AAE, AAD, SIV, PVD e PVE foram homogeneizadas com pistilo
estéril em 1 mL de reagente TRIzol (Invitrogen, SP, BR), seguido da extracdo de RNA
total de acordo com o protocolo padréao do fabricante. A concentragcdo de RNA foi
estimada por densidade optica utilizando Espectrofotémetro DS-11 (DeNovix Inc.,
Wilmington, DE, EUA). A pureza e possiveis contamina¢cdes do RNA, com proteinas
ou fenol, também foram analisadas por espectrofotometria nos comprimentos de onda
260/280 e 260/230 nm, respectivamente. Somente amostras com pureza e
concentracdes de RNA adequadas foram submetidas a sintese de cDNA. Foi utilizado
2 microgramas (ug) de RNA para transcricdo reversa e sintese do cDNA utilizando kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) de acordo com especificagdes do fabricante. A reacao de transcrigao reversa foi
realizada na seguinte ordem: 25°C por 10 minutos, 37 °C por 120 minutos e 85 °C por
5 minutos.

Para amplificacdo das sequéncias de interesse do cDNA, foram usados 1,5
microlitro (uL) de cDNA, 7,5 uL de SYBR Green (Applied biosystems, Woolston, WA,
UK), 0,3 uL de mistura de primer sense e antisense do gene-alvo (Tabela 1) e 13,5 yL
de agua ultrapura autoclavada. A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (RT-PCR - quantitative real-time polymerase chain reaction) foi realizada
utilizando as seguintes etapas: 40 ciclos de duas fases - a primeira a 95°C por 15
segundos e a segunda a 60°C por 1 minuto - 1 ciclo com trés fases - a primeira a 95°C
por 1 minuto, a segunda a 55°C por 30 segundos e a terceira a 95°C por 30 segundos.
A analise da fluorescéncia proporcionada pelo SYBR Green, conforme amplificacédo
especifica da sequéncia de interesse, foi realizada no detector Stratagene MX3005P
(Agilent Technologies, Waldbronn, GER). O cycle threshold (CT) foi avaliado em
unicata e duplicata. A expressao relativa dos genes de interesse foi calculada
utilizando a féormula 2-22CT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

A expressao do gene que codifica a isoenzima do tipo muscular da
fosfofrutoquinase (pfkm), da lactado desidrogenase que catalisa a conversao de
lactato em piruvato (Idha), da citrato sintase (cs), da carnitina palmitoil transferase |
(cptla), da isoforma mais presente no coracdo da enzima carnitina palmitolil
transferase | (cptlb), piruvato desidrogenase quinase (pdkl), da subunidade catalitica

da proteina quinase A (prkaca), do coativador de receptor ativado por proliferador
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peroxissoma 1 (ppargcla), sirtuina 1 (sirtl), glicogénio sintase (gys2), glicogénio
sintase quinase 33 (gsk3b), da subunidade reguladora de fosfatase 1 de proteina 1C
(ppplr3c), glicogénio fosforilase (pygm), fosfoelnolpiruvato carbocinase 1 (pkcl) e
cadeira leve de miosina ventricular (myl2) foram normalizadas pela expressao génica
de histona desacetilase (hdacl) e subunidade F da RNA polimerase 2 (polr2f).

Para analise da expressdo do gene ppplr3c, método alternativo foi utilizado,
tendo em vista que o cycle threshold (CT) do grupo controle ndo foi detectavel. Os

produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%.

Tabela 1 - Primers utilizados para avaliagdo da expressao génica por RT-PCR

Gene Sense Antisense
pfkm 5 -GGGCTTTGAGGCTTACACAGGG -3° | 5-GCTTGATTCGGTCACAGGTCG -3°
Idha 5-CAGACAAGGAGCAGTGGAAGG-3 5 -TAATCATGGTGGAAATGGGATG-3"
cs 5-AGGTGCTTGTCTGGCTGACG-3’ 5 -TCGCTGACAGGAATATGG-3"
cptla 5 -ATTCCAGGAGAGTGCCAGGAGG-3’ 5-CCCATGTCCTTGTAATGTGCGAG-3’
cptlb 5-TTCACCTGGGCTACACGGAGAC-3" 5-TCTGGCACTGCTCGGGAATG-3'
pdk1 5-CCGAAAGACATGACGACGTT-3' 5"-GACTTCACACTCCATACCGC-3
prkaca 5 -GGATTGGGAGGTTCAGTGAGCC-3’ 5-GCAGAAGGTTCCGAAGCAGGTC-3’

ppargc la | 5-AGAGGATTTTTGTTGTTGTTTGTTTGTT-3" | 5-ASCAACCTCCCTTCTCCTATACAACT-3

sirtl 5-GACGATGACAGAGCATCACACGC-3’ 5-TGTTCGAGGATCGGTGCCAATC-3"
gys2 5-AGCATGTGGCTGACCCTACC-3° 5-TGCCCAGGTATCTCCAGTCC-3’
gsk3b 5-ATCCTTATCCCTCCTCACGCTC-3" 5-GACCAGTGTTGCTGAGTGGCAC-3
ppp1r3c 5-CATTTCCTACCATGCTAACGGG-3’ 5-AAGCCTCGGACTGCCAAAG-3
pygm 5°-CCAAGAGAGTGGACACGGATG-3 5-CTGACGAGAAGGTTCAACACCC-3
my|2 5-TGTTCCTCACCATGTTTGGG-3 5-AGAACCTCTCTGCTTGCGTG-3°
pckl 5-TGGTCTGGACTTCTCTGCCAAG-3’ 5-AATGATGACCGTCTTGCTTTCG-3
hdacl 5-GCCAGTCATGTCCAAAGTAATGG-3’ 5°-CATTAGGGATCTCTGTGTCCAGG-3°

p0|r2f 5-GGGCTCTCCAGATTGCGATG-3" 5-TGGCAGGTAACGGCGAATG-3
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4.7 Expressao proteica pela técnica Western Blot

Para extracdo de proteinas, fragmentos da PVE foram homogeneizadas,
utilizando pistilo estéril, em tampéao Tris-EDTA (100mM Tris, 2mM EDTA, pH 7,4) com
inibidores de protease (10mM pirofosfato de sédio, 100mM fluoreto de sodio, 10mM
ortovanadato de sodio, 2mM fenilmetilsulfonilfluoreto, 0,01mg/mL aprotinina). O
homogenato foi centrifugado a 12.000 rpm, 4 °C, por 20 minutos e a concentracao de
proteinas do sobrenadante de cada amostra foi mensurada com kit BCA Protein Assay
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). Apés quantificacdo da concentracao
proteica, o sobrenadante foi diluido em tampédo Laemmli (240mM Tris-HCI, 0,8%
dodecil sulfato de sodio, 40% glicerol, 0,02% azul de bromofenol e 200mM [3-
mercaptoetanol).

Quantidades iguais de proteinas das amostras (30 microgramas) foram
separadas por eletroforese em gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE - sodium dodecy!
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) de acordo com Shapiro, Vifiuela e Maizel
(1967). Em seguida, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose
por transferéncia eletroforética (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979). Para
confirmar a transferéncia das proteinas, as membranas de nitrocelulose foram
coradas com Ponceau (0,1% Ponceau S, 10% acido acético glacial), e um padrdo de
peso, Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, Carlsbad, CA, EUA), foi
utilizado para estimar o peso molecular das proteinas ligadas as membranas. Apos
registro de imagem, todo o Ponceau foi removido com tamp&o TBST (10mM Tris, 150
mM cloreto de sodio, 0,1% de Tween 20, pH 7,6).

Para visualizar somente a proteina de interesse, as membranas foram
blogueadas, por uma hora, com solucédo de BSA a 5% (albumina sérica bovina 5%),
evitando ligacdes inespecificas. As membranas foram incubadas com os anticorpos
primarios de interesse por 18 horas, a 4 °C, sob constante agitacdo e posteriormente
incubadas por uma hora, a temperatura ambiente, com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase (Anti-Rabbit IgG-HRP).

Apés tratamento com o reagente de deteccdo ECL (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), as imagens
foram captadas pelo sistema de deteccdo Amersham Imager 600 (GE Healthcare,
Waukesha, W1, EUA) e quantificadas com auxilio do software ImageJ (NIH, Bethesda,

MD, EUA). Os resultados foram normalizados pela carga total de proteina utilizada
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por amostra, mensurada na coloracdo com Ponceau (ROMERO-CALVO et al., 2010;
GILDA; GOMES, 2013).

Anticorpos primarios utilizados:

(p-AMPKa) Phospho-AMPKa em Thr172, rabbit (#4188 - Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA)
(p-GSK3B) Phospho-GSK-38 em Ser9, rabbit (#9336 - Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA)

Anticorpo secundario utilizado:

Anti-Rabbit IgG-HRP (#7074S - Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA)

4.8 Registros hemodinamicos e ventriculares e hematocrito

4.8.1 Registros hemodinamicos e ventriculares

Para realizar os registros hemodinamicos e ventriculares, animais dos dois
grupos (controle e jejum 48h) foram anestesiados e submetidos a procedimento
cirtrgico (conforme descrito anteriormente) para implantacéo de cateteres na carétida
direita em direcéo a aorta.

O registro direto da pressao arterial pulsatil se deu através da conexdo da
canula arterial ao transdutor de pressao (ADInstruments, Bella Vista, NSW, AU)
acoplado ao pré-amplificador PowerLab (ADInstruments). Apés estabilizacdo do sinal,
registros hemodindmicos e variaveis ventriculares foram gravadas em um
microcomputador equipado com software LabChart Pro (ADInstruments).

Os registros de pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) foram
gravados durante dez minutos. Posteriormente, o cateter foi avangado suavemente
em direcdo ao coracdo até que ponta do mesmo ficasse posicionada no VE. A
confirmacg&o do correto posicionamento do cateter na cAmara cardiaca foi possivel
através da observacdo da mudanca simultaneamente no padrédo do registro pulsatil
(Figura 3).
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Figura 3 — Representacdo de um canal de registro do software LabChart Pro (ADInstruments)
ilustrando as diferencas entre o padréo de registro da presséo arterial e da presséo ventricular.
Registro obtido de um rato do grupo controle

A pressao sistélica (PSVE) e pressfes diastélicas inicial (pDi1VE) e final
(pD2VE) do ventriculo esquerdo, assim como suas primeiras derivadas temporais
positiva (dP/dt+) e negativa (dP/dt-) foram gravadas durante 10 minutos. As derivadas
temporais foram determinadas através de uma funcdo diferencial realizada pelo
software LabChart Pro que capta o registro continuo da pressdo do ventriculo
esquerdo e o diferencia em dP/dt+, equivalente a rampa de subida de
desenvolvimento de pressdo e, dP/dt-, equivalente a rampa de decremento da

presséao ventricular (Figura 4).
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Figura 4 — Janela de visualizac&o do software LabChart Pro (ADInstruments). No canal inferior
esta representado o grafico gerado pelo software da derivada de presséo pelo tempo (dP/dt). Registro
obtido de um rato do grupo controle

As andlises dos registros foram realizadas com o préprio software LabChart Pro

gue permite selecéo e calculos. Os registros realizados permitiram a mensuracao dos
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valores da presséo arterial média (PAM), FC, dP/dt+, dP/dt-, PSVE, pDiVE, pD2VE, e
do tempo de enchimento diastdlico do VE.

Os valores da PAM, FC, dP/dt+, dP/dt- e PSVE sdo médias de 1 minuto de
gravacao calculadas automaticamente pelo software. Os valores da pDi1VE, pD2VE, e
do tempo de enchimento diastolico do VE foram calculadas em planilha Microsoft
Office Excel (2016) a partir de dados coletados manualmente no software no intervalo

de 10 segundos de gravacao.

4.8.2 Hematdcrito

Hematdcrito dos animais foi realizado através do método descrito por Dacie e
Lewis (2008). Para isso, sangue da cauda foi coletado em tubo capilar de 1,5 x 75 mm
heparinizado (INTERLAB, Vila Campestre, SP, BR) e ap6s coleta uma das
extremidades do capilar foi ocluida com massa de modelagem. Os capilares foram
centrifugados em centrifuga para microhematocrito a 12.000 rpm durante 5 minutos.

Apos centrifugacdo, eritrécitos ficaram compactados na parte inferior do tubo
permitindo mensurar o volume por eles ocupado em relacdo ao sangue total. A
mensuracao foi realizada com auxilio de uma escala de leitura, limitando as marcas
de O (extremidade inferior da coluna de hemécias) a 100 (menisco do plasma) e
procurando na escala o limite de separacdo da massa dos eritrocitos/plasma. O

resultado foi expresso em porcentagem (%) de eritrocitos em relacdo ao sangue total.

4.9 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo (DP) e
analisados pelo teste t-Student para comparar dois grupos: controle e jejum (48 h). As
diferencas foram consideradas estatisticamente significantes para p<0,05. Todos 0s
resultados foram analisados utilizando o software de estatistica GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Peso corporal e peso da gordura periepididimal, figado e musculo cardiaco

O jejum de 48 h provocou alteragdes significativas no peso corporal e no peso
de alguns 6rgéos e tecidos. Apos 48 h de jejum houve reduc¢édo significativa no peso
corporal, cerca de 15% (Figura 5). Também foi observado reducéo de 24% do peso
da gordura periepididimal e expressiva reducao do peso do figado em cerca de 56%,
guando comparados ao grupo controle (Figura 6). Nao houve diferenca significativa

no peso do musculo cardiaco entre os animais jejuados e nao jejuados.
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Figura 5 — Peso corporal. Os valores estdo expressos como média + desvio padrao (n = 9-8). Foi
aplicado o teste t-Student (***p<0,001) para a comparacao entre 0os tempos nos dois grupos
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Figura 6 — Peso da gordura periepididimal, figado e musculo cardiaco. Os valores estao expressos
como média + desvio padrédo (n = 9-8). Foi aplicado o teste t-Student (***p<0,001, ****p<0,0001) para
a comparagdo entre 0s grupos
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Na Figura 7 estdo apresentadas as concentracfes plasmaticas de glicose,

triacilglicerol, colesterol total, HDL, LDL, lactato, B-hidroxibutirato e glicerol dos grupos

controle e jejum (48 h). Com o jejum de 48 h houve diminuicdo da concentracdo de

glicose, cerca de 35%, e de triacilglicerol, cerca de 70%, em relagcdo ao controle.

Também houve aumento expressivo de B-hidroxibutirato apos esse periodo de jejum,

cerca de 96%, quase o dobro em relacéo ao controle. As concentracdes de colesterol

total, HDL, LDL, lactato e glicerol ndo apresentaram diferenca significativa.
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Figura 7 — Concentracbes de parametros bioquimicos no plasma e soro. Os valores estédo
expressos como média + desvio padrao (n = 10-8). Foi aplicado o teste t-Student (****p<0,0001) para
a comparagéo entre 0s grupos
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5.3 Concentracdes de ATP, lactato e glicogénio

Houve aumento da concentracdo de ATP em todas as regifes do coracao de
ratos jejuados, quando comparados aos animais do grupo controle (Figura 8). Na AAD
houve aumento de 72% da concentracdo de ATP, na AAE o aumento foi de quase
duas vezes (183%), no SIV o aumento foi de 25%, na PVD houve aumento de quase
3 vezes (267%) e na PVE o aumento foi de 29% em relacdo ao grupo controle.

N&o houve diferenca significativa da concentracéo de lactato na AAD, AAE, SIV
e na PVD quando comparados aos animais do grupo controle (Figura 9). Entretanto,
na PVE, houve diminuicdo de 20% da concentracao de lactato no grupo jejum quando
comparado com o controle.

O jejum de 48 h aumentou significativamente a concentracdo de glicogénio no
SIV e na PVE (Figura 10). No SIV o aumento foi de 46% e na PVE de 33%, ambos
em relacdo ao grupo controle. N&o houve diferenga significativa da concentracdo de
glicogénio na AAD, na AAE e na PVD.
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Figura 8 — Concentragcdo de ATP na AAD, AAE, SIV, PVD e PVE. Os valores estdo expressos como
média + desvio padrédo (n=8-9). Foi aplicado o teste t-Student (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) para a
comparacado entre os grupos. (unidade relativa AAD= 0,36 pmol/g de tecido, unidade relativa AAE=
0,39 umol/g de tecido, unidade relativa SIV= 0,77 umol/g de tecido, unidade relativa PVD= 0,27 pumol/g
de tecido, unidade relativa PVE= 0,85 pmol/g de tecido)
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Figura 9 — Concentracado de lactato na AAD, AAE, SIV, PVD e PVE. Os valores estdo expressos
como média + desvio padrao (n=6-9 ). Foi aplicado o teste t-Student (*p<0,05) para a comparacédo entre
0S grupos

AAD AAE SIv
20 20 20

*x
o 815 0 S 15 0S5

z o z 5 z 5 I

w e w o w o
9 o 10 o O o
o2 o' o s
[SaEe Qo Qo
=, 23 33
O g 5 O g 5 O g 5

o
o
o

CONTROLE JEJUM (48h) CONTROLE JEJUM (48h) CONTROLE JEJUM (48h)

GLICOGENIO
mg/g de tecido
o
GLICOGENIO
mg/g de tecido
= -
o @

@

CONTROLE JEJUM (48h) CONTROLE JEJUM (48h)

Figura 10— Concentragdo de glicogénio na AAD, AAE, SIV, PVD e PVE. Os valores estdo expressos
como média + desvio padrao (n=7). Foi aplicado o teste t-Student (**p<0,01) para a comparacao entre
0S grupos
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5.4 Concentracdes de piruvato, ADP e glicerol na PVE

N&o houve diferenca significativa nas concentracfes de piruvato, ADP e glicerol

na PVE entre os grupos controle e jejum 48 h (Figura 11).
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Figura 11 — Concentracao de piruvato, ADP e glicerol na PVE. Os valores estdo expressos como
média + desvio padrdo (n=7-8). Foi aplicado o teste t-Student (*p<0,05) para a comparacao entre 0s
grupos (unidade relativa PVE= 14,02 umol/g de tecido)

5.5 Atividade maxima das enzimas

A atividade maxima das enzimas HK, PFK1 e PK diminuiram na AAD e no SIV
dos animais jejuados por 48 h (Figuras 12, 13 e 14). O contrario ocorreu na PVE, onde
a atividade maxima dessas trés enzimas aumentou significativamente nos animais
jejuados. Néo foi observado diferenca significativa na atividade da HK, PFK1 e da PK
na AAE e na PVD.

A atividade maxima da CS aumentou no SIV apos jejum de 48 h (Figura 15).
N&o houve diferenca da atividade da CS na AAD, AAE, PVD e PVE.

Aumento significativo na atividade da HOADH foi observado na PVD do grupo
jejum (Figura 16). Na AAD, AAE, SIV e PVE nao houve diferenca significativa na
atividade maxima desta enzima.

A atividade maxima de CPT | aumentou significativamente na PVE dos animais
jejum, quando comparado ao controle (Figura 17).

N&o houve diferenca significativa na atividade méxima da enzima LDH

(piruvato=>lactato) na PVE (Figura 18) entre os grupos.



47

AAD AAE SIv
0.6 0.5 1.0 *
‘O ° ‘D
= 204 2 os
S S S
204 2 2
© | © o |
Lo Ls 0.3 L s 0.6
T F\q’ x «:'n T ﬁm
o e 02 e 04
€ £ £
N 5 0.1 © 0.2
£ £ £
EY = E
0.0 0.0 0.0
CONTROLE JEJUM (48h) CONTROLE JEJUM (48h) CONTROLE JEJUM (48h)
PVD PVE

*

H
o

-

o

‘D ‘D
208 Zos8 | I
5 | 5
2 b
© °
Sos 2os
x x
= ? B
0.4 0.4
< £
€ E
S 0.2 S 0.2
E €
EA EA

o
o

o

o

CONTROLE JEJUM (48h) CONTROLE JEJUM (48h)

Figura 12 — Atividade da hexoquinase (HK) na AAD, AAE, SIV, PVD e PVE. Os valores estédo
expressos como média + desvio padrdo (n= 8-9). Foi aplicado o teste t-Student (*p<0,05, **p<0,01)
para a comparacao entre 0s grupos

AAD AAE SIv
25 * 1.5 2.0
‘s ° o *kk
° ° °
2 2.0 > S5
° o o
= 210 3
- 215 - 2 -3
¥oe ) ¥ o010
o< 40 I a < o
c c c
= <05 = |
E E Eos
5 05 S S
13 £ £
£ EA Et
0.0 0.0 0.0
CONTROLE JEJUM (48h) CONTROLE JEJUM (48h) CONTROLE JEJUM (48h)
PVD PVE
15
‘D ‘D
= =
S S
o o
= 1.0 =
© ©
- 5 ]
b4 b4
L @ L o
o o a -
Sos <
£ £
S S
£ E
Et Et
0.0
CONTROLE JEJUM (48h) CONTROLE JEJUM (48h)

Figura 13 — Atividade da fosfofrutoquinase 1 (PFK1) na AAD, AAE, SIV, PVD e PVE. Os valores
estdo expressos como média + desvio padrdao (n=8-9). Foi aplicado o teste t-Student (*p<0,05,
****p<0,0001) para a comparacao entre 0s grupos
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Figura 14 — Atividade da piruvato quinase (PK) na AAD, AAE, SIV, PVD e PVE. Os valores estédo
expressos como média = desvio padrdo (n= 7-9). Foi aplicado o teste t-Student (*p<0,05) para a
comparacao entre 0S grupos
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Figura 15 — Atividade da citrato sintase (CS) na AAD, AAE, SIV, PVD e PVE. Os valores estédo
expressos como média + desvio padrdo (n= 7-9). Foi aplicado o teste t-Student (**p<0,01) para a
comparacao entre 0s grupos
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Figura 16 — Atividade da B-hidroxiacil-CoA desidrogenase (HOADH) na AAD, AAE, SIV, PVD e
PVE. Os valores estdo expressos como meédia = desvio padrédo (n=7-8). Foi aplicado o teste t-Student
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Figura 17 — Atividade da carnitina palmitoil transferase | (CPT I) na PVE. Os valores estéo
expressos como media + desvio padrdo (n=8-9). Foi aplicado o teste t-Student (*p<0,05) para a
comparacao entre 0S grupos
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Figura 18 — Atividade da lactato desidrogenase (LDH) na PVE. Os valores estdo expressos como
média = desvio padrdo (n=9). Foi aplicado o teste t-Student (*p<0,05) para a comparacao entre 0s
grupos
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5.6 Expressao génica pela técnica RT- PCR

A expressao do gene pfkm diminuiu no SIV nos animais do grupo jejum (48h),
guando comparados aos do grupo controle (Figura 19). Ndo houve diferenca da
expressao génica de pfkm na AAD, AAE, PVD e PVE.

Houve aumento significativo na expresséo génica de Idha na PVE dos animais
jejuados, quando comparados ao grupo controle (Figura 20). Na AAD, AAE, SIV e
PVD nao houve diferenca significativa.

A expressao do gene cs aumentou, em resposta ao jejum, na PVD, no SIV e
na PVE (Figura 21). Nao houve diferenca significativa na expressao génica de cs na
AAD e na AAE.

Todas as regides analisadas do coracdo (AAE, AAD, SIV, PVD e PVE)
apresentaram aumento significativo na expressao do gene cptla por efeito do jejum
(Figura 22). A expresséao do gene cptlb também aumentou na PVE (Figura 22).

Na PVE o jejum de 48h aumentou significativamente a expressao dos genes
pdkl (Figura 23), gys2 (Figura 25) e de prkaca, ppargcla e sirtl (Figura 24). Nessa
regido também houve aumento significativo na expresséo génica de pckl apos 48 h
de jejum (Figura 26).

Para analisar a expressao do gene ppplr3c, os produtos da amplificacédo foram
submetidos a eletroforese em gel agarose 1%. O jejum aumentou significativamente
a expressédo do gene ppplr3c na PVE (Figura 28).

N&do houve diferenca significativa na expressao dos genes gsk3b e pygm
(Figura 25) entre os grupos controle e jejum. O jejum de 48h também n&o alterou a

expresséo do gene myl2 na PVE (Figura 27).
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Figura 19 — Expresséao génica de pfkm na AAD, AAE, SIV, PVD e PVE. Os valores estao expressos
como média + desvio padrdo (n=7-13). Foi aplicado o teste t-Student (*p<0,05) para a comparacao
entre os grupos
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Figura 20 — Expresséo génica de Idha na AAD, AAE, SIV, PVD e PVE. Os valores estdo expressos
como média + desvio padrdo (n=7-11). Foi aplicado o teste t-Student (*p<0,05) para a comparacao
entre 0s grupos
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Figura 25 — Expressédo génica de gys2, gsk3b e pygm na PVE. Os valores estdo expressos como
média + desvio padréo (n=6-9). Foi aplicado o teste t-Student (*p<0,05) para a comparagéo entre 0s
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Figura 27 — Expressao génica de myl2 na PVE. Os valores estdo expressos como média + desvio
padrdo (n=10-9). Foi aplicado o teste t-Student (*p<0,05) para a compara¢ao entre 0s grupos
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interesse ppplr3c e do gene de referéncia hdac da PVE. (n=6) (ctl=grupo controle; jejum= grupo
jejum 48h)
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5.7 Expressao proteica por Western Blot

O jejum de 48 h aumentou significativamente a expresséo de p-AMPKa (Figura

29) na PVE. Nao houve diferenca significativa de p-GSK3p na PVE entre 0s grupos.
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Figura 29 — Expresséo proteica de p-AMPKa e p-GSK3g na PVE. Os valores estdo expressos como
média * desvio padrdo (n=6-9). Foi aplicado o teste t-Student (**p<0,01) para a compara¢ao entre 0s
grupos

5.8 Variaveis hemodinamicas e funcao ventricular esquerda

O jejum de 48h alterou variaveis hemodinadmicas e ventriculares. Os ratos
jejuados por 48 h apresentaram frequéncia cardiaca reduzida, diminui¢do na forca de
contracao (dP/dt+) e na forca de relaxamento (dP/dt-), assim como diminuicdo da
pD1VE e aumento do tempo de enchimento diastolico do VE (Figura 30). Nao houve

alteracao significativa na pressao arterial média entre os grupos.
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5.9 Hematécrito

Houve aumento significativo no hematdcrito dos animais que ficaram em jejum
por 48h quando comparados aos animais controle (Figura 31). O aumento foi de cerca
de 9%.
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Figura 31 — Hematdcrito de animais do grupo controle e jejum (48h). Os valores estdo expressos
como média + desvio padréo (n=6). Foi aplicado o teste t-Student (**p<0,01) para a comparagéo entre
0S grupos
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6 SINTESE DOS RESULTADOS

Alteracdes corporais e plasmaticas provocadas pelo jejum de 48 h:

e diminuicdo do peso corporeo;

e diminuicdo do peso do figado e do tecido adiposo periepididimal;
e diminuicdo da concentracdo plasmatica de glicose e triacilglicerol;
e aumento da concentracdo plasmatica de B-hidroxibutirato;

Principais alteracdes génicas e metabdlicas provocadas pelo jejum de 48 h nas
diferentes estruturas cardiacas analisadas (AAD, AAE, SIV, PVD e PVE):

e aumento da expresséo do gene que codifica CPT1 (cptla), e da concentracao
de ATP em todas as regides analisadas;

¢ diminuicdo da atividade maxima das enzimas HK, PFK1 e PK na AAD e no SI1V;

e aumento da atividade maxima das enzimas HK, PFK1 e PK na PVE;

e aumento da concentracdo de glicogénio no SIV e na PVE;

e aumento da expressdo do gene que codifica glicogénio sintase (gys2) e da
subunidade reguladora de fosfatase 1 de proteina 1C (ppplr3c) na PVE;

e aumento da AMPKa fosforilada (p-AMPKa);

e aumento da expressao do gene que codifica AMPKa (prkaca), do PGC1a
(ppargcla) e da SIRTL1 (sirtl) na PVE;

e diminuicdo da concentracdo de lactato sem alteracdo da concentracdo de
piruvato na PVE;

e aumento da expressdo do gene que codifica a lactato desidrogenase que
catalisa a conversao de lactato em piruvato (Idha) e da piruvato desidrogenase
quinase 1 (pdkl) na PVE;

e aumento da expressdo do gene que codifica a enzima fosfoelnolpiruvato
carbocinase 1 (pkcl);

Alteragdes hemodinamicas e funcionais provocadas pelo jejum de 48 h:
e diminuicéo do inotropismo;
e diminuicdo do lusitropismo;
e diminuicéo da FC;
e aumento do tempo de enchimento diastdlico;

Alteracdes no hematdcrito provocado pelo jejum de 48 h:

e aumento do hematocrito;
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7 DISCUSSAO

Foram investigados os efeitos do jejum de 48 h no metabolismo de diferentes
regides do coracédo, assim como na funcéo cardiaca. Esse periodo de jejum promoveu
varias alteracoes.

Apbs 48 h de jejum, observamos diminui¢ao significativa no peso corpéreo dos
ratos (15%), assim como diminuicdo no peso do figado (56%) e da gordura
periepididimal (24%), quando comparado com animais alimentados.

Alteracdes semelhantes foram descritas na literatura. Em 1971, Furner e Feller
relataram que ratos submetidos a varios periodos de jejum exibiam perda de peso
corporeo significativa, principalmente apds 24 e 48 horas de jejum. Nowland, Hugunin
e Rogers (2011), utilizando ratos Sprague Dawley machos, também observaram
diminuicdo do peso corporal apds 24 h de jejum. Gursoy et al. (2001), por sua vez,
observaram diminuicdo do peso de varios 6rgdos, como figado e timo, em ratos
submetidos a jejum, quando comparado com ratos alimentados. Reducéo do peso
corporeo e do figado também foi observado em camundongos submetidos a 48 h de
jejum (WARWICK et al., 1985). Em camundongos também foi observado que longos
periodos de jejum reduziam significativamente estoques de gorduras (BRONSON,
1987). Perda de massa gorda, provocada pelo jejum, também foi descrito por Ayala
et al. (2006).

Devido a esses efeitos, periodos longos de jejum tém sido utilizado como
estratégia para controle e perda de peso, sendo indicado por muitas clinicas como
tratamento auxiliar na obesidade. Segundo Longo e Mattson (2014) muitas clinicas
ainda monitoram pacientes durante periodos de jejum prolongado, com duracéo de 1
semana ou mais, para controle de peso e também como método de prevencado e
tratamento de doencas.

Além de alteracdes corporeas, também observamos alteracdes de metabdlitos
plasmaticos, provocadas pelo jejum de 48 h. Os valores plasmaticos de glicose e
triacilglicerol  diminuiram  significativamente com o jejum (35% e 70%
respectivamente), quando comparado ao controle. O contrario ocorreu com a
concentracdo de B-hidroxibutirato plasmatico (corpos cetbnicos) cujo aumento foi
eminente (96%). Esse efeito cetogénico do jejum € consenso entre varios autores e ja

foi descrito em varias espécies.
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E sabido que em humanos, apos jejum de 12 a 24 horas, tem-se diminuig&o
sérica expressiva de glicose (devido a falta de ingesta de alimentos), deple¢do do
glicogénio hepatico, intensa oxidacédo de AGs livres e por consequéncia producao de
corpos cetbnicos, principalmente B-hidroxibutirato (OPIE, 1968; LONGO; MATTSON,
2014; CURI, 2017). Em estudo realizado por Hashimoto et al. (2000), com
camundongos, também foi observado, apds 48 h de jejum, diminuicdo da
concentracdo de glicose plasmatica, reducéo dos niveis plasmaticos de triacilglicerol
e aumento de AG livres acompanhado de elevacao de B-hidroxibutirato plasmatico.

Segundo Opie (1968) e Botas (1989), longos periodos de jejum desencadeiam
intensa lipolise do tecido adiposo assim como hidrélise de triacilglicerol fornecendo
grandes quantidades de AGs passiveis de metabolizacdo. Ao analisarmos a
expressao do gene que codifica CPT1 (cptla), enzima chave para a oxidacédo de
acidos graxos, observamos que todas as estruturas cardiacas analisadas (AAD, AAE,
PVD, PVE e SIV) apresentaram aumento significativo na expresséo dessa enzima
(Figura 32). A CPT | é uma enzima que converte o complexo acil-CoA graxo em
acilcarnitina, molécula prontamente transferida para a matriz mitocondrial pela
carnitina translocase. Dentro da mitocondria, o grupo acil se separa da carnitina e se
liga a uma nova molécula de Coenzima A por acao da CPT II, reconstituindo o acil-
CoA graxo que pode entdo seguir para a p-oxidacdo (IDELL-WENGER;
GROTYOHANN; NELLY, 1978; WILLIAMSON, 1979; VARY; REIBEL; NEELY, 1981;
LOPASCHUK et al., 2010). O aumento da oxidacdo de AG promove aumento de
citrato, ATP e acetil-CoA, cujo acumulo pode dar origem a corpos cetbnicos (RANDLE
et al., 1963; KERNDT et al., 1982; LONGO; MATTSON, 2014; CURI, 2017). Corpos
cetbnicos, como B-hidroxibutirato e acetoacetato, sdo muito utilizados por 6rgaos vitais
como coracgao e cérebro, servindo como um importante substrato energético (LONGO;
MATTSON, 2014; CURI, 2017).

Assim como aumento da expressao do gene que codifica CPT1 (cptla),
aumento de ATP, provocado pelo jejum, também foi observado em todas as estruturas
cardiacas analisadas (Figura 32). Mesmo tratando-se de um periodo de completa
privacdo alimentar, passando o organismo a depender somente de substratos
endogenos, o jejum de 48 h néo inibiu os processos geradores de ATP no musculo
cardiaco; ao contrario, curiosamente promoveu elevacdo. Dados similares foram

observados por Van der Lee et al. (2001) e de Souza Junior et al. (2015).
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Em estudo realizado com ratos machos Sprague Dawley jejuados por 46 h, Van
der Lee et al. (2001) relataram que o aumento de AG circulantes implica em uma fonte
melhorada deste substrato para o miocardio, cujo catabolismo gera grandes
guantidades de ATP. No mesmo trabalho foi relatado que proteinas envolvidas no
transporte de AG para dentro dos cardiomidcitos aumentam significativamente com o
jejum. Souza Junior et al. (2015), por sua vez, utilizando ratos Wistar machos,
identificou aumento da concentracdo de AG circulante (2 vezes maior), intensa
mobilizacdo de triglicérides e aumento da concentracdo de ATP (33%) no VE do
coracgao de ratos submetidos a 48 h de jejum, em comparagédo com ratos alimentados,
sugerindo que essas alteracfes sao adaptacdes metabdlicas ao jejum, podendo ter
efeitos cardioprotetores em situacdes patoldgicas. Apesar do aumento da expressao
génica de CPT1 e do aumento de ATP terem sido comuns em todas as estruturas
cardiacas analisadas, o perfil das vias metabdlicas, apds jejum, se mostraram
diferentes.

Ao analisarmos enzimas chave da via glicolitica, observamos perfis diferentes,
principalmente na AAD, SIV e PVE (Figura 33). Na AAD e no SIV a atividade maxima
das enzimas HK, PFK e PK apresentaram diminuicdo significativa no grupo jejum,
quando comparado ao controle (Figura 33a/33d). O contrario foi observado na PVE,
onde a atividade méaxima dessas enzimas aumentou (Figura 33e).

Os resultados citados levam-nos a propor que o ciclo acido graxo-glicose,
proposto por Randle et al. (1963), parece ser efetivo na AAD e no SIV. Porém, ndo
nos ajuda a entender a origem das alteracdes citadas na PVE.

Segundo Randle et al. (1963), o aumento da oxidacdo de AG interfere na
oxidacdo de glicose por efeito inibitério em varias etapas e enzimas da via glicolitica,
como inibicdo da enzima PFK, e inibicdo alostérica de HK (via G6P) e PK. Essas
interacdes elucidam a génese da reducdo do potencial glicolitico observado na AAD
e no SIV, e também ¢é sugestivo para compreensdo do acumulo de glicogénio
observada no SIV, tendo em vista que a reducéo do potencial glicolitico nesta regido
pode ndo somente estar poupando glicose como permitindo seu redirecionamento
para sintese de glicogénio.

Como dito anteriormente, apesar de aplicavel na AAD e no SIV, as interacfes
propostas por Randle et al. (1963) no ciclo acido graxo-glicose ndo nos ajuda a
esclarecer as alteragbes observadas na PVE. Diferente das outras estruturas,

observamos que na PVE tanto o potencial oxidativo de AG quanto o glicolitico
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parecem estar aumentados; o acumulo de glicogénio também foi observado nesta
regido (Figura 34e). Outros mecanismos, portanto, devem estar regulando o
metabolismo cardiaco durante o jejum prolongado.

Segundo Hardie (2007), a AMPK ¢ o principal sensor de energia das células,
sendo intensamente ativada por inUmeras situacées que de alguma forma altere o
metabolismo, a disponibilidade de substrato e a demanda de energia.

Em estudo realizado com camundongos, foi observado aumento da atividade
de AMPK hipotalamico durante jejum (MINOKOSHI et al., 2004 ). Resultados
semelhantes foram obtidos em estudo feito com ratos Sprague Dawley, cujo aumento
da atividade de AMPK no hipotalamo também foi evidenciada apds 48 h de jejum
(MURPHY et al., 2009). Recentemente, o0 aumento de AMPK, promovido pelo jejum,
foi evidenciado em varios outros tecidos. Lee et al. (2017), em trabalho realizado com
elefante marinho do norte, verificaram aumento de AMPK muscular apés longos
periodos de jejum. Todos esses autores consideraram, em seus estudos, que o
aumento de AMPK é importante para regular adaptacdes metabdlicas e fisiolégica ao
jejum prolongado.

Uma acao frequentemente mencionada da AMPK é seu papel na ativagdo do
catabolismo, tanto de AG quanto de glicose. Varios sdo os mecanismos pelos quais
AMPK ativa o catabolismo lipidico, sendo o aumento de captacdo de AG e o aumento
da atividade de CPT1 os mais prevalentes (HARDIE; HAWLEY, 2001; HARDIE et al.,
2003; HABETS et al., 2009). Evidéncias também indicam a acdo de AMPK sobre
biogénese mitocondrial por ativar PGC-1a (LIN; HANDSCHIN; SPIEGELMAN, 2005;
O'NEILL et al., 2011), que pode ser mediada por SIRT1 (RODGERS; PUIGSERVER,
2007; ATTIA et al., 2010). Ainda, ha evidencias da existencia de feedback positivo
entre AMPK e SIRT1, e da estimulacéo pela SIRT1 de genes mitocondriais envolvidos
na oxidagéo de AG e na gliconeogénese (GERHART-HINES et al., 2007; RODGERS;
PUIGSERVER, 2007; LAN et al., 2008). Como mencionado, AMPK também ativa a
oxidacdo de glicose, principalmente por aumentar a expressdo de genes que
codificam enzimas da via glicolitica, como a enzima HK (ZHENG et al.,, 1985;
STOPPANI et al.,, 2002). Estudo realizado em cardiomiocitos demonstraram que
AMPK pode ainda atuar sobre a via glicolitica, estimulando fosforilagédo e controle
alostérico. No mesmo estudo, foi identificado maior atividade da enzima PFK 1
(MARSIN et al., 2000; MARSIN et al., 2002).
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Esses dados corrobaram os resultados conflitantes que encontramos no PVE,
e ao analisarmos a expressao do gene que codifica AMPKa (prkaca) e o conteudo da
proteina fosforilada, vimos aumento nessa regido. A sequéncia de acdes realizadas
pela AMPK no aumento de oxidacdo de AG e glicose parece condizer com nossos
achados na PVE. Outro achado conflitante nessa regiao foi 0 aumento de glicogénio,
e duas acbes da AMPK sobre o glicogénio ja foram descritas. Apesar de muitos
autores afirmarem a acao inibitéria de AMPK na sintese de glicogénio, tem sido
descrito que a ativacédo crénica e prolongada da AMPK resulta em efeito contrario nos
musculos esqueléticos e cardiacos (ARAD; SEIDMAN; SEIDMAN, 2007; HUNTER et
al., 2011). Nos parece claro o envolvimento de AMPK com as alteracfes metabdlicas
provocadas pelo jejum na PVE. Porém, essa associacdo ndo nos concede
entendimento claro sobre a origem do esqueleto de carbono utilizado para a sintese
do glicogénio acumulado durante o jejum.

Na literatura, algumas possibilidades ja foram descritas. Varios autores afirmam
gue cardiomidcitos expressam aquoporina 7 (AQP7) (BUTLER et al., 2006; EGAN et
al., 2006). Além de ser permeével a agua, a AQP7 também atua como um facilitador
de glicerol para o tecido cardiaco, que pode utilizar esse substrato para producao de
energia (GAMBERT; HELIES-TOUSSAINT; GRYNBERG, 2005; HIBUSE et al., 2009).
Curiosamente, durante o jejum, devido intensa lipdlise e hidrélise de triacilgricerol
plasmatico, grande quantidade de glicerol é gerado, e portanto, passivel de
metabolizacdo (JENSEN et al., 2013; LONGO; MATTSON, 2014).

Em 2013, Jin, Sherry e Malloy, descreverem uma via alternativa no coragéo,
pelo qual o glicerol, além de ser metabolizado a piruvato, poderia também ser
encaminhado a glicogénio. Apdés perfundir coracéo de ratos com glicerol marcado, os
autores perceberam que carbonos do glicerol apareceram em vérias unidade glicosil
do glicogénio cardiaco. Sabe-se que o glicerol é fosforilado pela glicerol quinase para
formar o glicerol 3-fosfato, e este intermediario é entdo convertido pela glicerol 3
fosfato desidrogenase em dihidroxiacetona fosfato (GAMBERT; HELIES-
TOUSSAINT; GRYNBERG, 2005; NELSON; COX, 2014). A partir desta etapa, Jin,
Sherry e Malloy (2013) sugerem que por agéo da aldolase b, dihidroxiacetona fosfato
é convertido em frutose 1,6-bifosfato. Posteriormente, a enzima frutose 1,6 bifosfatase

catalisa a conversao em frutose 6-fostato que, por sua vez, sofre agcdo da
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fosfoglimutase isomerase formando glicose 6-fosfato, seguindo para sintese de
glicogénio.

Diante dos achados citados, nos parece promissor considerar o glicerol como
importante fonte de carbono para sintese de glicogénio, durante o jejum, na PVE.
Porém, acreditamos que essa pode ndo ser a Unica via produtora de glicogénio.

Apesar de Jin, Sherry e Malloy (2013), néo afirmarem a capacidade do coragao
em fazer gliconeogenese, boa parte da via sugerida pelos autores tem em comum
etapas gliconeogenicas.

Na PVE de ratos submetidos a jejum observamos diminui¢cdo da concentracao
de lactato, inalteracdo da concentracdo de piruvato, aumento de expressédo do gene
gue codifica a enzima piruvato desidrogenase quinase (pdkl), assim como aumento
da expressédo do gene que codifica fosfoelnolpiruvato carbocinase 1 (pkcl), uma das
enzimas chave da gliconeogenese.

A reducéo da concentracdo de lactato na PVE pode ser melhor compreendida
observando a atividade e expressao das isoenzimas que atuam sobre esse substrato.
Verificamos que a atividade maxima da enzima LDH, que converte piruvato em lactato,
manteve-se inalterada apds jejum de 48 h. Porém, foi observado que a expressao
génica de sua isoforma (Idha), que catalisa a conversdo de lactato em piruvato,
aumentou significativamente apés jejum de 48 h. Apesar desse aparente
direcionamento de lactato para piruvato, a concentracdo de piruvato na PVE
permaneceu inalterada.

Sabe-se que o piruvato pode seguir varios caminhos. Além da possibilidade do
piruvato ser convertido em lactato, ja mencionada, esse substrato pode ainda ser
oxidada pelo complexo da desidrogenase pirtvica, fornecendo acetil-CoA para o ciclo
de Krebs, e pode sofrer acdo da enzima piruvato carboxilase, formando oxaloacetato,
que por acdo da fosfoenolpiruvato carbocinase segue para a gliconeogenese
(NELSON; COX, 2014).

Tendo em vista que jejum é um periodo de completa privagdo alimentar, nos
pareceu, inicialmente relevante a oxidagao do piruvato para disponibilizar Acetil-CoA
ao ciclo de Krebs e por consequéncia gerar energia. Porém, na PVE, 0 jejum
promoveu grande aumento na expressdo do gene que codifica a enzima piruvato
desidrogenase quinase (pdkl). Essa enzima inibe o complexo da desidrogenase

piravica, ndo oxidando piruvato e deixando esse substrato disponivel para seguir em
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outras vias (HUE; TAEGTMEYER, 2009). Esse resultado é consistente com estudos
anteriores (PRIESTMAN; ORFALI; SUGDEN, 1996; WU et al., 1998; WU et al., 1999)
Devido ao aumento da expresséo do gene que codifica fosfoelnolpiruvato carbocinase
1 (pkcl), outro caminho pode ser sugerido para o piruvato, a via gliconeogénica.

O principal motivo de muitos autores ndo considerarem esse caminho para o
piruvato estd associado a escassos estudos sobre a atividade da piruvato carboxilase,
outra enzima chave da gliconeogenese, no coracédo. Essa enzima realiza caboxilacao
de piruvato a oxaloacetato, dependente de ATP (WALLACE; JITRAPAKDEE;
CHAPMAN-STMITH, 1998; NELSON; COX, 2014). Quando descoberta, em 1963,
essa enzima foi descrita no figado de aves (UTTER; KEECH, 1963). Porém, muitos
estudos tem mostrado ndo somente a existéncia dessa enzima no coracdo como
também aumento de sua atividade em condi¢cdes especificas (SUNDQVIST;
HILTUNEN; HASSINEN, 1989; RUSSELL; TAEGTMEYER, 1991; LANCHA; RECCO;
CURI, 1994; WU et al., 2018).

Apesar do coracdo ter maquinaria necessaria para piruvato seguir pela via
gliconeogénica, nossos resultados sdo apenas sugestivos (Figura 35). Investigacdes
mais detalhadas s@o necessérias.

Com o0 objetivo de verificar se existe associacdo entre as alteracdes
metabdlicas observadas e a funcao cardiovascular, fizemos registros hemodinamicos
e ventriculares na condi¢céo de jejum de 48 horas.

Tanto a forca de contracdo quanto a forca de relaxamento diminuiram
significativamente nos ratos jejuados, quando comparados com ratos alimentados.
Essas alteracdes foram acompanhadas de diminui¢cdo da FC e aumento do tempo de
enchimento diastélico (Figura 34).

Também observamos aumento do hematocrito nos ratos que ficaram em jejum.
Resultados semelhantes foram obtidos com camundongos. Segundo Jensen et al.
(2013), 16 h de jejum foi suficiente para aumentar significativamente o hematdécrito de
camundongos. Segundo os autores o jejum influéncia a ingestdo de agua, tendo em
visto que ingestdo de agua esta diretamente relacionada com a de alimentos.
Reducéo de ingestdo de agua por camundongos em jejum de 24 e 48 horas também
ja havia sido observada por Morton (1978) e Williams et al. (2002), que relataram
diminuicdo do volume sanguineo e identificaram condig&o hipovolémica. Em ratos, a
condicao hipovolémica provocada pelo jejum também j& havia sido relatada; a medida

que a privacdo alimentar se estendia a hipovolemia se tornava mais grave (WRIGHT,;
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O’KELLY, 1973). Para Traber, Meyer e Traber (1993), a hipovolemia persistida pode
comprometer a fungéo cardiaca e evoluir para insuficiéncia cardiaca.

Sabe-se que diante de diminuicdo de volume sanguineo o sistema
cardiovascular aciona varias alteracdes compensatorias. Nos resultados funcionais
observamos diminui¢do da FC e aumento do tempo de enchimento diastélico (Figura
34). Nos parece que essas alteracfes sdo ajustes para tentar manter volume de
ejecao adequado frente a uma provavel pré-carga reduzida. As alteracdes da forca
de contracéo e da forca de relaxamento observadas também podem estar associadas
com essas alteracoes.

Segundo Opie, 2005 altera¢cBes no enchimento da cAmara cardiaca na diastole
interferem nas dimensdes das camaras cardiacas. Como descrito por Frank-Starling
(mecanismo de Frank-Starling), a diminuicdo da pré-carga e o volume diastélico
menor distendem pouco os sarcdémeros, ou seja, diminui o lusitropismo cardiaco; por
consequéncia, tem-se menor desenvolvimento de tensdo exercendo menor forga de
contracdo na sistole cardiaca, ou seja, menor inotropismo.

Apesar de observamos potencial oxidativo aumentado no musculo cardiaco e
incrivel disponibilidade de ATP apds o jejum de 48 h, acreditamos que esse periodo
de jejum causou uma expressiva alteracado volémica, e as alteracdes na forca de
contracdo e relaxamento podem estar relacionadas a isso. A redugao da frequéncia
cardiaca e aumento do tempo de ejecao, por sua vez, sdo sugeridas como alteracdes
compensatérias para tentar manter a funcdo cardiaca. Durante procedimento
anestésico e cateterismo dos animais para realizar os registros hemodinamicos e
funcionais, percebemos grande taxa de Obito (44%) dos animais que haviam sido
submetidos a jejum de 48 h. Nenhum animal controle faleceu durante anestesia e

cateterismo.
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Figura 32 — Representacdo esquematica dos efeitos do jejum de 48 h sobre o metabolismo de
glicose e acidos graxos nas regides do coragao de ratos estudadas. AAD (auricula do atrio direito);
AAE (auricula do atrio esquerdo); PVD (parede do ventriculo direito); SIV (septo interventricular); PVE
(parede do ventriculo esquerdo); HK (hexoquinase); PFK1 (fosfofrutoquinasel); CS (citrato sintase);
CPT I (carnitina palmitoil transferase 1); HOADH (B-hidroxiacil-CoA desidrogenase)

(Figura cedida por Fabio Takeo Sato)
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Figura 33 — Representacdo esquematica do perfil metabdlico da AAD, AAE, PVD, PVE e SIV apés
jejum de 48 h. AAD (auricula do atrio direito); AAE (auricula do atrio esquerdo); PVD (parede do
ventriculo direito); SIV (septo interventricular); PVE (parede do ventriculo esquerdo); HK (hexoquinase);
PFK (fosfofrutoquinase); CS (citrato sintase); CPT | (carnitina palmitoil transferase 1); LDH (lactato
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Figura 34 — Representacdo esqueméatica dos efeitos do jejum de 48 h sobre as medidas
hemodinamicas e ventricular. VE (ventriculo esquerdo); dP/dt+ (for¢a de contragdo); dP/dt- (forca de
relaxamento); pD1VE (pressao diastdlica inicial)

(Figura cedida por Fabio Takeo Sato)
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8 CONCLUSAO

O jejum de 48 h promove alteragcbes metabdlicas no musculo cardiaco e
aumenta a concentracdo de ATP. Porém, esse periodo de jejum diminui a forca de
contracdo (dP/dt+) e a forca de relaxamento (dP/dt-) cardiaco e adaptacbes
fisiologicas, como aumento do tempo de enchimento diastélico e diminui¢do da FC,

sao requeridas para tentar manter a funcéo cardiaca.
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Tabela Al- Valores individuais do peso corporal (g) antes (Oh) e apds jejum (48h), peso da gordura
periepididimal (g/mm), peso do figado (g/mm) e peso do musculo cardiaco (mg/mm) de ratos do grupo
controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

Peso corporal Peso da gordura Peso do Peso do musculo
ctl ji(48h) periepididimal figado cardiaco
Oh 48h 0Oh 48h ctl ji(48h) ctl  jj(48h) ctl ji(48h)
303 299 353 286 0,030 0,024 0,37 0,17 22,92 20,72
334 344 330 302 0,029 0,020 0,32 0,19 22,72 20,15
302 310 344 298 0,030 0,019 0,30 0,20 30,22 23,16
318 325 321 275 0,031 0,014 0,39 0,16 23,12 22,05
340 348 328 283 0,027 0,019 0,35 0,19 22,54 25,86
320 339 314 265 0,029 0,021 0,28 0,17 24,06 21,01
305 312 278 229 0,030 0,026 0,35 0,22 22,7 17,75
306 328 287 226 0,027 0,029 0,33 0,17 20,81 18,19
0,35 0,21 22,14 19,21
média 316 326 319 269 0,029 0,022 0,34 0,19 23,47 20,9
n 8 8 8 8 8 8 9 9 9 9

Tabela A2- Valores individuais de glicose (GLI), triacilglicerol (TG), colesterol (COL), HDL, LDL, no

soro (mg/dL),

(GCR) no soro (mg/mL) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

lactato (LAC) no plasma (mg/dL), B-hidroxibutirato (BHB) no soro (mM), e glicerol

GLI TG COoL HDL LDL LAC BHB GCR

ctl ji(48h) ctl ji(48h) ctl ji(48h) ctl ji(48h) ctl ji(48h) ctl ji(48h) ctl  jj(48h) ctl ji(48h)

127,0 96,9 158,6 35,2 59,4 30,1 33,7 26,2 15,7 8,6 21,3 18,7 2,8 6,0 0,10 0,11

129,3 93,1 206,9 37,0 41,2 37,8 30,2 31,4 8,8 8,4 30,1 25,9 3,0 5,2 0,09 0,08

100,4 88,2 75,8 39,2 43,6 49,8 35,5 33,8 15,2 12,1 32,2 17,6 2,3 6,2 0,06 0,07

116,4 70,5 74,8 47,3 42,4 52,0 28,3 45,6 7,0 13,0 20,6 38,7 2,4 5,0 0,06 0,09

115,6 87,5 141,8 68,8 52,0 63,9 39,0 44,2 13,0 14,9 31,6 27,1 3,0 54 0,11 0,07

110,4 77,2 185,8 49,1 42,7 62,8 30,8 40,8 9,5 10,3 49,0 33,1 3,2 6,1 0,09 0,08

123,2 64,1 177,6 30,2 49,9 60,1 29,9 46,1 9,7 9,3 41,9 30,6 3,4 5,8 0,11 0,06

147,0 66,5 150,3 40,8 60,3 54,7 46,2 30,8 11,8 111 21,9 25,9 2,9 6,0 0,09 0,06

141,2 81,1 122,3 45,8 90,7 51,6 30,3 37,9 9,8 6,7 2,6 5,8 0,07 0,10

3,5
média 1234 80,5 143,8 43,7 53,6 51,4 33,8 37,4 11,2 10,5 31,1 27,2 2,9 57 0,09 0,08
n 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 8 8 10 9 9 9
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Tabela A3- Valores individuais de ATP (unidade relativa) na AAD (auricula do atrio direito), AAE
(auricula do atrio esquerdo), PVD (parede do ventriculo direito), SIV (septo interventricular) e na PVE
(parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

AAD AAE SIV PVD PVE
ctl ii(a8sh) ctl ii(ashy  ctl  j@sh)  ctl  jj48h)  ctl  jj48h)

0,30 1,75 0,54 334 105 131 025 541 084 1,16

1,61 2,00 2,08 161 093 079 177 047 096 1,03

0,59 2,25 0,38 059 102 132 099 300 121 1,30

0,44 1,66 0,34 041 085 118 035 191 083 1,38

0,86 1,99 1,44 372 101 098 1,68 622 093 0,92

1,14 0,60 1,32 518 114 107 1,5 560 124 127

1,66 1,72 0,87 328 128 194 1,17 374 093 2,00

0,90 2,84 1,73 379 08 1,36 125 348 107 1,40

0,73 0,31 355 086 130 040 3,26 1,17

média 1,00 1,73 1,00 2,83 100 125 1,00 3,68 1,00 1,29

n 8 9 9 9 9 9 9 9 8 9

Tabela A4- Valores individuais da concentracdo de lactato (mg/g de tecido) na AAD (auricula do atrio
direito), AAE (auricula do atrio esquerdo), PVD (parede do ventriculo direito), SIV (septo interventricular)
e na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

AAD AAE SIV PVD PVE
ctl jj(ash) ctl jj(ashy  ctl  jj(4sh) ctl ii(48h) cl  ji(4sh)
79,8 71,2 81,3 71,7 657 71,3 88,2 90,7 93,8 832
72,6 54,3 78,2 69,4 583 794 80,7 805 971 709
80,4 62,8 69,6 635 985 753 90,9 816 1035 852
70,0 79,4 49,2 765 784 90,0 1048 839 1420 883
60,2 42,2 58,1 594 991 81,1 101,3 90,1 1040 851
757 1022 717 493 905 985 90,7 905 1066 92,4
1124 60,8 96,5 92,0 111,9 81,9 99,5
87,7 84,3 78,4 73,4
89,9 1321 1298 21,3
média 81,0 76,6 79,2 641 818 868 92,8 856  107,8 86,4
n 9 9 9 9 6 7 6 7 6 7
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Tabela A5- Valores individuais da concentracdo de glicogénio (mg/g de tecido) na AAD (auricula do
atrio direito), AAE (auricula do atrio esquerdo), PVD (parede do ventriculo direito), SIV (septo
interventricular) e na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo
jejum (jj 48h)

AAD AAE SIV PVD PVE
ctl ji48h) ctl ji(ash)  ct  ji4sh) ct ji(a8h) ctl ji(ash)

12,8 13,8 9,3 5,7 59 100 86 10,3 6,4 17.1

14,8 5,0 10,8 10,2 73 138 111 11,8 10,5 15,7

16,0 6,1 15,9 10,1 87 144 124 11,2 12,5 17,5

14,6 10,5 7,0 9,6 94 96 122 11,7 13,1 13,3

7,9 9,9 6,5 6,5 60 90 139 14,7 13,1 12,4

5,8 7.3 4,8 5,0 99 128 71 8,6 10,1 12,8

3,6 5,3 8,2 3,8 97 137 65 9,9 8,9 10,5

média 10,8 8,3 9,0 73 81 119 103 11,2 10,7 14,2

n 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7

Tabela A6- Valores individuais de piruvato (umol/g de tecido), ADP (unidade relativa) e glicerol (mg/g
de tecido) na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj
48h)

PVE
Piruvato ADP glicerol

ctl ji(48h) ctl ji(48h) ctl ji(48h)
3,72 4,89 0,81 1,22 0,48 0,69
5,05 3,08 1,26 1,30 0,34 0,36
2,48 2,75 1,01 0,65 0,69 0,35
3,28 3,00 1,03 0,96 0,71 0,53
4,60 2,80 1,22 0,78 0,70 0,46
2,85 5,22 1,12 0,99 0,58 0,50
4,88 4,30 0,54 1,00 0,52 0,51
0,75 0,62

média 3,84 3,72 1,00 0,96 0,63 0,50

n 7 7 7 8 7 8
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Tabela A7- Valores individuais da atividade maxima da enzima hexoquinase (HK) (umol.min.g de
tecido) na AAD (auricula do atrio direito), AAE (auricula do atrio esquerdo), PVD (parede do ventriculo
direito), SIV (septo interventricular) e na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo
controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

AAD AAE SIV PVD PVE
ctl ji(a8h) ctl ii(ashy  ctl  ji@48h)  ctl  j@sh)  ctl  jj(48h)
0,41 0,32 0,07 030 070 064 050 077 068 078
0,55 0,36 0,44 005 097 058 103 042 074 092
0,63 0,34 0,08 004 068 034 08 053 078 089
0,54 0,33 0,06 033 057 076 025 065 059 0,69
0,40 0,42 0,12 045 08l 054 08 078 059 0,67
0,41 0,32 0,23 039 08 045 084 070 077 083
0,41 0,46 0,07 03 078 048 049 057 062 085
0,31 0,23 0,01 037 071 048 070 072 064 067
0,37 0,24 0,37 037 062 061 065 095 064
média 0,45 0,33 0,16 030 074 054 068 068 067 079
n 9 9 9 9 9 9 9 9 9 8

Tabela AB8- Valores individuais da atividade maxima da enzima fosfofrutoquinase (PFK) (umol.min.g
de tecido) na AAD (auricula do atrio direito), AAE (auricula do atrio esquerdo), PVD (parede do
ventriculo direito), SIV (septo interventricular) e na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do
grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

AAD AAE SIV PVD PVE
ctl jj(ash) ctl jj(ashy ¢t jj4sh) ctl ii(48h) cl ji(4sh)
1,33 1,07 0,84 112 146 0,72 1,09 0,70 081 127
2,28 0,82 0,97 1,15 111 080 070 023 1,08 2,02
2,41 1,12 1,54 087 149 0,16 1,67 059 1,0 218
1,31 1,20 0,86 1,18 099 054 075 099 077 1,30
1,80 1,02 0,45 032 140 082 1,35 1,14 083 0,78
0,91 0,95 0,47 058 1,19 030 025 1,16 082 1,00

1,18 0,65 1,11 0,91 0,74 0,21 0,80 1,17 0,63 1,44
1,38 0,69 0,45 1,77 1,23 0,44 0,36 0,33 0,62 0,72
0,83 1,28 1,07 0,78 1,17 0,49 0,92

média 1,49 0,98 0,86 0,96 1,20 0,50 0,83 0,80 0,83 1,34
n 9 9 9 9 9 8 9 9 8 8
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Tabela A9- Valores individuais da atividade maxima da enzima piruvato quinase (PK) (umol.min.g de
tecido) na AAD (auricula do atrio direito), AAE (auricula do atrio esquerdo), PVD (parede do ventriculo
direito), SIV (septo interventricular) e na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo
controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

AAD AAE SIV PVD PVE
ctl ii(ash) ctl ii(ashy  ctl jj4sh) ctl ii(ash) cl jj48h)
17,5 13,7 20,9 142 31,7 359 18,9 359 22,0 381
23,4 18,3 10,1 8,5 333 324 3472 186 331 369
27,4 16,6 10,1 182 364 135 320 204 362 26,7
22,6 17,2 6,1 185 28,1 32,8 5,9 253 215 336

18,6 20,4 20,8 21,1 33,0 29,9 28,4 35,0 20,6 36,8
19,7 14,9 15,1 17,2 35,0 19,0 34,0 22,5 30,9 36,9

15,0 16,7 13,3 14,4 33,9 19,9 20,9 19,4 26,4 32,9
15,7 16,3 20,3 20,6 32,8 14,1 30,4 29,7 20,9
17,3 13,1 28,6 31,7 29,3 35,9
média 19,7 16,3 14,6 16,6 32,5 25,5 26,0 27,0 27,3 34,8
n 9 9 8 8 9 9 9 9 8 7

Tabela A10- Valores individuais da atividade maxima da enzima citrato sintase (CS) (umol.min.g de
tecido) na AAD (auricula do atrio direito), AAE (auricula do &trio esquerdo), PVD (parede do ventriculo
direito), SIV (septo interventricular) e na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo
controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

AAD AAE SIV PVD PVE
ctl ji(ash) ctl ji(ashy ¢t jj4sh) ctl ii(48h) cl ji(4sh)
9,1 9,3 9.1 7.8 9,6 9,4 11,0 9,8 113 111

10,5 8,9 4,3 4,0 6,8 9,2 8,1 11,6 106 125

10,5 9,3 7.4 7,3 9,6 11,5 9,9 11,9 108 111

9,9 10,6 9,5 8,5 9,4 9,4 10,1 115 115 10,6

9,1 9,2 9,7 9,4 7.8 10,0 103 102 12,0 121

9,8 7,9 6,6 8,8 7,5 11,3 10,3 109 11,6 118

8,8 8,3 5,8 7,9 8,9 11,5 11,7 11,5 11,9 116

9,8 9,6 9,8 11,4 106 11,0 11,7 10,9

10,2 10,2 10,7 9,4 120 121

média 9,7 9,1 7.8 7.7 8,8 10,4 103 10,9 11,4 115

n 7 7 8 8 9 9 9 9 9 9
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Tabela A1l11l- Valores individuais da atividade maxima da enzima B-hidroxiacil-CoA desidrogenase
(HOADH) (umol.min.g de tecido) na AAD (auricula do atrio direito), AAE (auricula do atrio esquerdo),
PVD (parede do ventriculo direito), SIV (septo interventricular) e na PVE (parede do ventriculo

esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

AAD AAE SIV PVD PVE
o ji@8h)  ci  j@8h)  cil ji@8h) i jidsn)  ci _ ji@ash)
1,0 0,7 0.1 06 13 12 11 13 14 16
0,6 0,8 0,6 01 14 12 12 16 17 17
0.9 0.8 0,1 08 14 13 14 17 18 19
0.9 0,7 0,4 06 15 14 14 18 18 20
11 0,8 0,4 08 16 16 14 22 19 20
0,9 0,8 05 06 16 17 15 23 19 21
0.6 05 0,2 11 13 11 16 24 19 21

0,9 0.9 2,0
média g g 0.8 03 0.6 1,4 1,4 1,4 1,9 1,8 1,9
n 7 7 8 8 7 7 7 7 8 7

Tabela A12- Valores individuais da atividade maxima da enzima carnitina palmitoil transferase | (CPT
1) (umol.min.g de tecido) na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do

grupo jejum (jj 48h)

PVE
cl  jj(4sh)

3,60 4,42

360 327

2,95 327

2,62 344

2,78 3,76

3,44 3,44

2,95 376

360 344

3,60

média 3,19 3,60

8

9
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Tabela A13- Valores individuais da atividade maxima da enzima lactato desidrogenase (LDH) (U/g de
tecido) na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj

48h)

PVE
ctl jj(48h)
49,5 37,1
52,2 36,7
45,6 51,2
38,7 35,1
38,1 31,7
425 34,4
42,7 56,1
33,6 42,3
47,6 36,3
média 43,4 40,1
n 9 9

Tabela Al4- Valores individuais da expressdo génica de pfkm (expresséo relativa) na AAD (auricula
do &trio direito), AAE (auricula do atrio esquerdo), PVD (parede do ventriculo direito), SIV (septo
interventricular) e na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo
jejum (jj 48h)

AAD AAE SIV PVD PVE
ctl ii(ash) ctl ii(ashy ¢t jj4sh) ctl ii(ash) cl jj48h)

0,6 13 0,8 1,9 0,8 0,9 11 1,0 1,4 14

1,3 0,2 15 1,6 0,8 0,5 0,6 1,0 0,9 1,2

2,8 0,5 1,7 0,5 1,6 0,9 1,7 0,7 1,4 0,7

0,6 0,2 0,7 0,6 1,6 1,0 1,7 0,7 0,4 0,8

0,5 13 0,9 13 0,8 0,5 0,7 0,6 1,1 1,1

2,1 0,5 0,9 0,3 1,0 0,6 0,7 1,0 1,2 1,3

0,7 0,9 11 0,7 0,8 0,6 1,6 0,5 1,3 1,3

1,0 1,5 1,2 0,6 11 0,5 0,8 1,2

1,1 1,2 0,8 0,6 1,0 0,6

1,5 1,0

0,6

0,8

1,0

média 12 0,9 1,0 1,0 11 0,7 11 0,7 11 1,0

n 9 10 9 7 7 8 9 8 9 13
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Tabela A15- Valores individuais da expressdo génica de Idha (expressao relativa) na AAD (auricula
do atrio direito), AAE (auricula do atrio esquerdo), PVD (parede do ventriculo direito), SIV (septo
interventricular) e na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo

jejum (jj 48h)

AAD AAE SIV PVD PVE

ctl ii(ash) ctl ii(ashy  ctl jj4sh) ctl ii(ash) cl jj48h)

0,7 0,7 11 11 1,4 1,6 1,0 13 1.4 14

0,8 0,8 0,7 1.2 0,7 1,2 1,0 0,9 1,3 0,8

0,9 0,9 0,6 1,3 1,3 11 11 0,5 17 1,1

1,0 0,9 0,9 0,7 1,5 0,9 1,0 1,3 0,8 1,4

1,0 17 0,7 0,4 0,5 1,4 0,9 1,2 0,9 1,8

1,2 2,0 1,5 1,2 0,9 1,2 1,3 1,7 0,4 1,1

1,2 2,0 1,3 1,7 1,2 0,6 1,2 1,0 1,1 1,6

1,6 1,9 15 0,9 0,6 0,9 11 2,2

0,7 0,8 1,4

1,1 1,2

1,0 1,5

média 1,0 13 11 11 11 11 1,0 11 11 14

n 8 7 8 9 8 7 8 8 11 11

Tabela A16- Valores individuais da expressao génica de cs (expresséo relativa) na AAD (auricula do
atrio direito), AAE (auricula do atrio esquerdo), PVD (parede do ventriculo direito), SIV (septo
interventricular) e na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo

jejum (jj 48h)

AAD AAE SIV PVD PVE
ctl ii(ash) ctl ii(ashy ¢t jj4sh) ctl ii(ash) cl jj48h)
0,8 0,6 0,9 0,9 1,9 2,5 1,2 2.4 1,0 1,3
0,9 0,8 0,6 0,9 0,7 2,1 0,9 2,0 0,7 1,1
1,4 0,7 0,7 1,2 11 1,7 1,7 1,9 1,6 1,6
1,1 0,7 1,5 0,6 2,0 2,4 1,3 1,4 0,8 2,0
1,0 1,0 1,5 1,3 0,7 1,4 0,5 2,3 1,2 1,5
0,9 1,2 1,0 1,2 0,5 2,0 0,8 1,9 0,7 1,5
1,1 1,2 1,2 0,5 1,2 1,2 1,2

média 1,0 0,9 11 0,9 11 2,0 11 2,0 1,0 15

n 7 7 7 7 7 6 6 6 7 7
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Tabela Al17- Valores individuais da expressao génica de cptla (expresséo relativa) na AAD (auricula
do atrio direito), AAE (auricula do atrio esquerdo), PVD (parede do ventriculo direito), SIV (septo
interventricular) e na PVE (parede do ventriculo esquerdo) e de cptlb (expressao relativa) na PVE de
ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

AAD AAE SIV PVD PVE PVE

cptla cptlb
ji48h)  ctl  jj(48h) ji(48h)  ctl  jj(48h) ctl  jj48h) c ji(48h)
1,1 2,5 1,3 2,6 0,9 3,9 11 57 1,0 3,0 0,3 0,6
1,3 2,3 1,1 0,9 0,6 4,5 0,9 9,5 1,1 1,6 0,7 0,6
1,2 1,4 1,3 1,7 1,8 6,0 14 2,3 0,7 1.8 0,8 1.8
0,9 1,7 0,9 2,5 0,8 2,0 1,0 5,6 0,8 2,4 1,2 3,6
0,7 3,3 1,0 1,5 1,0 31 0,8 2,1 1,4 3,1 1,2 4,1
0,9 4,2 0,7 4,6 1,6 55 0,9 6.0 1,1 2,3 15 6,6
0,9 1,8 0,6 4,8 0,9 2,1 1,3 4,6 0,9 2,2 2,3 6,9

=
o

=
=

C

11 1,4 1,9 0,8 2,3 1,0 14
11 1,2 3,0 11 1,8
1,0 1,9
1,2
média 1,0 2,5 1,0 2,5 11 3,9 1,0 4,6 1,0 2,1 1,16 3,46
n 9 7 9 8 7 7 8 9 10 11 7 7

Tabela A18- Valores individuais da expressdo génica de pdkl (expressao relativa) na PVE (parede do
ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

PVE

pdkl
ctl  ji(48h)
0,42 5,49
0,51 261
201 4,13
1,10 3,88
0,74 5,02
1,57 1,64
1,64 2,83
1,11 1,68

média 1,14 3,41
n 8 8
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Tabela A19- Valores individuais da expressdo génica de prkaca, ppargcla e sirtl (expressao relativa)
na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

PVE

prkaca ppargcla sirtl
ctl  jj(48h) ctl  jj(48nh) ctl  jj(48h)
093 6,19 0,75 163 0,74 1,89
1,68 6,70 0,74 0,79 127 1,04
0,58 4,07 1,38 226 2,05 2,23
1,06 6,19 0,94 287 163 2,56
157 7,08 166 198 0,76 1,40
1,32 266 084 269 1,04 1,19

1,03 2,79 0,66 1,87

0,48 0,62 148

1,39

média 1,08 510 105 204 109 1,67
n 8 7 6 6 8 9

Tabela A20- Valores individuais da expresséo génica de gys2, gsk3b, pygm (expresséo relativa) na
PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

PVE

gys2 gsk3b pygm

ctl  jj48h) ctl jj(48h) ctl  jj(48h)
2,14 1,19 1,00 150 0,82 0,92
050 269 232 163 083 1,06
126 286 163 147 084 1,14
0,41 6,24 064 109 0,86 1,20
1,79 521 069 1,17 093 1,26
236 206 060 115 105 1,29

0,42 3,66 1,09 131
131 151
1,45

média 1,27 342 1,15 134 102 1,21
n 7 7 6 6 9 8
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Tabela A21- Valores individuais da expresséo génica de pckl (expressao relativa) na PVE (parede do

ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

PVE
pckl
ctl  jj(48h)
1,38 1,98
2,16 3,02
0,55 3,13
0,60 0,92
0,42 3,34
241 361
média 1,25 2,66
n 6 6

Tabela A22- Valores individuais da expresséo génica de PDK, AMPK, PGCL1 alfa, SIRT1, GS, GSK3,
GP e MLC (expresséo relativa) na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl)

e do grupo jejum (jj 48h)

PVE
myl2
ctl  jj(48h)
0,35 0,55
1,03 0,65
0,42 1,06
0,13 0,56
0,72 0,53
0,12 0,74
1,12 0,70
1,32 0,73
0,76 1,25
0,27
média 0,66 0,70
n 9 10
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Tabela A23- Valores individuais da expresséao proteica de p-AMPKa e p-GSK3p (unidades arbitrarias)
na PVE (parede do ventriculo esquerdo) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum (jj 48h)

PVE
p-AMPKa p-GSK3pB
cl  jj4sh) ctl  jj(4sh)
017 044 052 0,35
021 078 065 0,55
023 096 081 0,57
026 1,06 1,05 0,67
031 110 113 074
043 113 134 0,98
054 144 143 1,00

0,74 1,01

0,83 1,27

média 0,41 0,99 0,99 0,79
n 9 7 7 9

Tabela A24- Valores individuais da PA (mmHg), FC (bpm), dP/dt+ (mmHg/s), dP/dt- (mmHg/s), PSVE
(mmHg), PDIVE (mmHg), PDfVE (mmHg) e TED (ms) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum
(jj 48h)

PAM FC dP/dt+ dP/dt- PSVE PDIVE PDfVE TED
ctl jj(48h) ctl jj(48h) ctl  jj(48h) ctl  jj(48h) ctl jj(48h) ctl jj(48h) ctl jj(48h) ctl  jj(48h)

79 88 251 267 7047 4617 -6198 -3368 115 119 -4 -1 12 13 0,106 0,110

86 85 289 248 7674 6610 -5185 -4961 114 109 -2 2 9 11 0,099 0,127

89 82 287 232 8374 6899 -6331 -4666 124 104 -3 -2 8 6 0,100 0,122

79 69 280 251 7832 5886 -5619 -4051 124 130 -5 1 10 9 0,110 0,116

78 233 6693 -5422 105 0,152

média 83 80 276 246 7732 6141 -5833 -4494 119 113 -4 9,75 9,75 0,104 0,125
n 4 5 4 5 4 5 4 5 4 5 4 4 4 4 4 5

'
N
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Tabela A25- Valores individuais do hematdcrito (%) de ratos do grupo controle (ctl) e do grupo jejum
(jj 48h)

HEMATOCRITO

ctl ji(48h)
59 61
53 62
59 65
57 62
57 59
59 62
média 57 62

n 6 6




