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Resumo

RESUMO

A performance cardiaca funcional esta intimamente relacionada ao metabolismo energético.
Estudos mostram que os desarranjos comumente associados a isquemia e reperfusdo, como
desequilibrio i6nico e comprometimento das proteinas contrateis, sdo consequentes as mudancas
metabolicas instaladas, sendo chave nessa questao a diminuicdo do pool de ATP. Vérias pesquisas
experimentais e clinicas tém revelado que agentes terap€uticos que otimizam o metabolismo
energético cardiaco constituem importante enfoque para o tratamento das disfung¢des cardiacas.
Considerando que o acido or6tico (AO) apresenta efeitos cardiovasculares benéficos, o presente estudo
objetivou investigar a influéncia desse composto nas vias metabolicas envolvidas no suprimento de
energia para o coracao.

Ratos Wistar machos foram alimentados por nove dias com dieta controle (grupo C) ou com
dieta C suplementada com AO a 1% (grupo AO). O tratamento com AO aumentou a utilizacdo
cardiaca de acidos graxos (AG), evidenciada pelos aumentos da captacdo e incorporagdo dos mesmos
pelo tecido cardiaco e corroborado pelos aumentos da atividade da enzima LPL, da expressao dos
genes para PPAR,, carnitina palmitoil transferase-1 e acil CoA oxidase, tanto em condi¢des basais
quanto ap6s oclusdo parcial da corondria. No que se refere ao metabolismo cardiaco da glicose, a
administracdo AO aumentou a captagdo da mesma, o contetido de glicogénio, a concentracdo dos
intermedidrios glicoliticos glicose 6-P e frutose 6-P e a producdo de lactato, em ambas as condigdes
experimentais, basal e apos oclusdao parcial da coronaria. Isso se refletiu em aumento do conteudo
energético cardiaco ainda na pré-isquemia. Foi evidenciado, nos animais AO, um estimulo da via
glicolitica e da oxidagdo de AG, particularmente importante para manuten¢ao do pool residual de ATP

durante a fase isquémica.
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A andlise dos indices de contratilidade cardiaca revelou um efeito inotrdpico positivo do AO,
fato que se deve, pelo menos em parte, ao maior rendimento energético alcangado. Isso nos permite
sugerir que as modificagdes metabdlicas induzidas pelo acido ordtico repercutem em alteracoes

apreciaveis na funcao contratil do miocardio.
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Abstract

ABSTRACT

The functional cardiac performance is closely related to energetic metabolism. Studies have
shown that the disarrangements usually associated to ischemia and reperfusion, such as ionic
imbalance and impairment of contratiles proteins, are consequence of installed metabolic changes,
associated with a reduction of ATP levels. Several experimental and clinical researches have shown
that therapeutic agents that optimize the energetic metabolism constitute important approach for
cardiac disorders treatment. Considering that the orotic acid (OA) exhibit beneficials cardiovascular
effects, the experiments reported here were designed to investigate the influence of this compound on
the metabolic pathway involved in energy supply to heart.

Male Wistar rats were fed during nine days with a balanced diet (C — control group) or with a C
diet supplemented with 1% OA (OA group). The treatment with OA increased the cardiac utilization
of fatty acids (FA), evidenced by the cardiac increase of uptake and incorporation of FA, and
corroborated by increased activity of LPL, and genetic expression of peroxisome proliferator activated
receptor alpha, carnitine palmitoyl transferase and acyl CoA oxidase, both in basal conditions and after
coronary partial occlusion. In relation to cardiac metabolism of glucose, OA administration increased
the glucose uptake, the cardiac glycogen content, the concentration of the glucose 6-P and frutose 6-P
glycolytic intermediates and the lactate production, in basal conditions and after coronary partial
occlusion. These effects in the OA group resulted in an increased fuel supply to the heart in pre-
ischemia yet. It was evidenced, on AO animals, a stimulus of glycolytic pathway and FA oxidation,
particularly important to residual ATP pool handling during the ischemic phase.

The analysis of the cardiac contactility index showed a positive inotropic effect of OA due, at

least in part, to the increased availability of energy. This allow us to suggest that the metabolic
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changes induced by OA administration results in appreciable alteration on myocardial contractile

function.
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Introdugéo

1.0 INTRODUCAO

1.1 Integracdo do metabolismo intermediario

Os sistemas fisiologicos que mantém a homeostase energética operam pela regulacéo integrada
do metabolismo em diferentes Orgdos, embora cada um apresente necessidades energéticas e
nutricionais particulares. A eficiéncia dessa relacdo é que garante que os produtos metabdlicos de um
0rgéo sejam usados como substratos por outro. A integracdo metabolica é essencial para sobrevivéncia
a curto e longo prazo e sob condicdes fisioldgicas, 0 metabolismo de lipidios e de carboidratos ocorre
de forma coordenada, permitindo a manutencdo da glicemia e lipemia em faixas estreitas de
concentracao.

A escolha do substrato energético por tecidos particulares obedece a um complexo sistema de
controle funcional e proliferativo. As enzimas envolvidas em cada passo metabolico tém suas
expressdes reguladas por fatores de transcricdo diversos, além de suas atividades reguladas por fatores
humorais, nutricionais e metabdlicos (CHINETTI et al., 2001; KATZ, 2006).

As expressdes dos numerosos genes envolvidos no metabolismo energético sdo reguladas por
fatores de transcrigdo ativados por ligantes, denominados receptores nucleares (CHINETTI et al.,
2001). Os receptores nucleares governam numerosos processos de importancia bioldgica e seus
mecanismos de acdo envolvem a ligacdo a sitios especificos do DNA, chamados elementos
responsivos. Uma vez ligados, o complexo pode ativar ou inibir a expressdo de genes alvos (STAELS
et al, 1998).

Os receptores nucleares ativados pelos proliferadores de peroxissomos (PPARS) sao membros
de uma superfamilia de receptores nucleares. Estes receptores foram inicialmente identificados em

1990, quando foi verificado que uma das isoformas, PPAR,, era receptora de xenobidticos capazes de
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induzir a proliferacdo de peroxissomos em figado de roedores. Subseqiientemente dois outros genes de
PPARs, PPARg e PPAR 12, foram descritos (CHINETTI, et al., 2001).

O PPAR, € expresso principalmente em tecidos que apresentam altas taxas de oxida¢do como
figado, musculo esquelético, tecido adiposo marrom, coracdo e rim (KERSTEN, 2002). Ele é o
regulador transcricional chave de genes envolvidos na oxidacdo de &cidos graxos (AG), estando
diretamente ligado ao controle da expressdo e atividade de enzimas da oxidacdo mitocondrial e
peroxissomal de AG, como a carnitina palmitoil transferase-1 e a acil CoA oxidase, respectivamente
(NOHAMMER et al, 2000; TOTLAND et al, 2000).

A insulina e os hormdnios contra-reguladores glucagon, adrenalina, glicocorticéides e
horménio do crescimento desempenham papel central no controle hormonal do metabolismo. A acédo
coordenada desses hormdnios é necesséaria para a manutencdo do nivel sanguineo fisiolégico de
glicose em uma faixa de 4-6 mmoles/L entre as refeicdes e até 10mmoles/L ap6s uma refeicdo. Taxas
elevadas de glicose no sangue estimulam secrecdo pancreética de insulina, 0 que resulta em aumento
da captacdo de glicose pelos tecidos muscular e adiposo, inibi¢do da gliconeogénese e glicogendlise e
aumento da oxidacdo de glicose e sintese de glicogénio no figado, bem como inibic¢do da lipdlise no
tecido adiposo (SALTIEL & KAHN, 2001). No estado de jejum destacam-se os efeitos dos horménios
contra-reguladores e as fontes energéticas corporais alternam de carboidratos e gorduras para gorduras
principalmente, e os &cidos graxos que foram estocados no periodo pos-prandial séo liberados pelos
adipdcitos. O fluxo de acidos graxos livres (AGL) € primariamente dependente dos trigliceridios (TG)
armazenados no tecido adiposo, os quais sdo liberados deste, pelo processo de lipélise, e transportados
para os tecidos onde sdo oxidados para producédo de energia, e no caso do figado, também podem ser

incorporados em lipoproteinas (ARNER, 2001).
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Nesse contexto, RANDLE e colaboradores, em 1963, descreveram o ciclo glicose-acido graxo,
0 qual estabelece uma relacdo inversa entre a concentracdo de AG e a oxidacédo de carboidratos. O
aumento da concentragdo de AGL no musculo restringe a captacédo e utilizacdo de glicose, via inibicdo
de enzimas-chave envolvidas nas reacGes oxidativas e ndo oxidativas da glicose. Desta forma,
observa-se uma reducdo da capacidade de oxidar a glicose e/ou armazena-la como glicogénio. A
glicolise, via anaerdbica de oxidacdo da glicose, é altamente regulada por multiplos fatores e as
enzimas mais importantes na regulacdo dessa via sdo a fosfofrutoquinase, a gliceraldeido 3-P
desidrogenase e o complexo piruvato desidrogenase. O aumento da oxidacdo de &acidos graxos
aumenta a formacgdo de acetil-CoA, inibindo, dessa forma o complexo piruvato desidrogenase; a
formacdo de citrato e ATP inibe a atividade da fosfofrutoquinase, levando ao acumulo de glicose-6-
fosfato que, por sua vez, inibe a hexoquinase (Figura 1) (RANDLE et al, 1963; KOCKSKAMPER et

al, 2005).
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Figura 1. Ciclo glicose-acido graxo no musculo. HQ: hexoquinase; FFQ: fosfofrutoquinase;

PD: complexo piruvato desidrogenase; AGL: &cidos graxos livres.

Em contrapartida, foi relatado que a utilizacdo muscular de AG também pode ser modulada
pela concentracdo de glicose. O malonil-CoA, composto de 3 carbonos derivado da carboxilagdo do
acetil-CoA, é capaz de coordenar a oxidagdo de AG com a demanda energética. Ele age inibindo
alostericamente a carnitina palmitoil transferase-1 (CPT-1), enzima envolvida no transporte de AG de
cadeia longa do citosol para a mitocondria e, desta forma, inibe a oxidacdo de AG, promovendo a

utilizacéo de glicose (Figura 2) (ENRIQUEZ, 2002; DYCK et al, 2004).
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Figura 2. Modulacdo da utilizacdo celular de AG pelo malonil-CoA. PD: complexo piruvato

desidrogenase; CAT: ciclo do acido tricarboxilico; CPT-1: carnitina palmitoil transferase.

1.2 Metabolismo energético cardiaco

O suprimento energético do coragdo é alcancado pela utilizacdo conjunta de diferentes
substratos, incluindo AG, glicose, lactato, aminoacidos e corpos cetdnicos. Sob condi¢des aerdbicas
normais, no entanto, os AG e glicose constituem as maiores fontes de energia para o coracdo, sendo

que os AG contribuem com cerca de 70% do suprimento energético (PEDERSEN et al., 1981; DEPRE
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et al, 1999; SAMBANDAM et al., 2000; SAMBANDAM & LOPASCHUK, 2003; SCHMIDT et al.,
2004; ARMONI et al, 2005).

A glicose utilizada pelo coracdo € derivada do plasma ou de estoques intracelulares de
glicogénio. O transporte de glicose para o interior dos cardiomidcitos ocorre a favor de um gradiente
de concentragdo e e regulado por transportadores especificos, 0s GLUTSs. A isoforma predominante no
cardiomidcito adulto é o GLUT4, que é sensivel a insulina. Também sdo encontradas em menores
quantidades as isoformas GLUT1 e GLUT3. Uma vez no interior do midcito, a glicose é fosforilada e
entra na via glicolitica, da qual origina-se o piruvato, com formacdo oxidativa e/ou ndo-oxidativa de
ATP. A glicose pode ainda servir de substrato para sintese de glicogénio e ribose nesse tecido (DEPRE
etal., 1999).

Os AGL sdo captados pela célula cardiaca por mecanismo de difusdo passiva e/ou facilitada
por algumas proteinas, como as FATP’s (proteinas transportadoras de AG), as FAT’s (translocases de
AG), em especial a CDsg, € as FABP’s (proteinas ligadoras de AG). No interior da célula, os AG séo
ativados a acil-CoA graxos, transportados para a mitocondria e oxidados para liberar acetil CoA. No
transporte dos AG de cadeia longa para matriz mitocondrial, a enzima CPT-1 assume papel central.
Residuos de CoA do acil- CoA graxo séo transpostos com carnitina por agdo dessa enzima, presente na
membrana mitocondrial externa. Em seguida, por a¢do de uma translocase, o AG entra na matriz da
mitocondria, dando inicio ao processo de P-oxidacdo. A oxidacdo peroxissomal de AG também
contribui para a geracdo de energia e a enzima acil CoA oxidase (ACO) exerce papel chave nesse
processo. A oxidacdo dos AG nos peroxissomos independe da carnitina, mas 0s produtos metabdlicos
dessa organela séo disponibilizados, em seguida, para a B-oxidacdo mitocondrial. O acetil-CoA gerado

nesses processos entra, entdo, no ciclo dos &cidos tricarboxilicos para formar ATP, CO, e H,O
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(NOHAMMER et al, 2000; TOTLAND et al, 2000; HAJRI & ABUMRAD, 2002; SAMBANDAM &
LOPASCHUCK, 2003; NIU et al, 2004; AN et al., 2005; KATZ, 2006).

O coracdo ndo participa de forma importante da sintese de AG. Sendo assim, este tecido conta
com suprimento exogeno, o qual inclui AGL do plasma e AG liberados pela hidrélise de lipoproteinas
ricas em TG - os quilomicra e lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). As lipoproteinas
constituem as principais fontes de AG para o tecido cardiaco e a enzima lipase lipoprotéica (LPL)
exerce papel chave na hidrolise dos TG contidos nessas moléculas. Particulas remanescentes dessas
lipoproteinas podem, ainda, ser internalizadas por receptores presentes nos miocitos, processo este que
também depende da LPL ativa (AUGUSTUS et al, 2003; PULINILKUNNIL et al., 2003; TEUSINK
et al., 2003; NIU et al, 2004; AN et al., 2005) (Figura 3).

A LPL ¢ sintetizada nos cardiomidcitos e secretada como uma enzima dimérica ativa, se liga a
superficie dos midcitos e/ou transloca-se para sitios de ligagdo no endotélio vascular, ancorando-se em
cadeias de proteoglicanas heparano sulfato, onde ocorre a hidrolise dos TG (BLANCHETTE-
MACKIE et al., 1989; SAXENA et al., 1991). Os acidos graxos gerados nessa hidrélise podem
alcancar os tecidos para oxidacdo ou esterificacdo, ou ainda podem ser liberados no plasma, onde se
complexam a albumina. A por¢do de LPL translocada para o endotélio vascular constitui a fracdo
funcional, que responde rapidamente a manipulacdo nutricional e é liberada pela heparina

(PEDERSEN et al., 1981).
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Figura 3. Utilizacdo de substratos energéticos pelo miocardio. CAT: ciclo dos &cidos
tricarboxilicos; CTE: cadeia de transporte de elétrons; AGL: &cidos graxos livres; CPT-1: carnitina
palmitoil transferase; VLDL.: lipoproteina de muito baixa densidade; LPL: lipase lipoprotéica; FATP:

proteina transportadora de acidos graxos; CDsg: translocase de acidos graxos.

Considerando a intima relagdo entre o metabolismo energético e a performance funcional
cardiaca, avaliou-se a no presente estudo a utilizagdo de &cidos graxos e de glicose pelo tecido

cardiaco apds a administracdo de dieta contendo acido oroético.
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1.2.1 Metabolismo energético e performance cardiaca

O sistema cardiovascular é de importancia vital para o organismo, por estar envolvido em
funcbes homeostaticas particulares como nutricdo celular e acdo enddcrina. Nesse sistema, 0 coracao
funciona como um transdutor de energia, convertendo energia quimica em trabalho mecénico quando
0 sangue é ejetado, sob pressdo, em direcdo a aorta e artéria pulmonar. Para isso, é necessario um
suprimento ininterrupto de substratos e oxigénio ao coragdo, sob o risco de grave comprometimento
funcional em caso de interrupgéo do fluxo coronariano normal (KATZ, 2006).

O desequilibrio metabodlico cardiaco, por desestabilizar o sistema miocardico de conducao
elétrica, contribui para a maior incidéncia de morbidade e mortalidade entre os seres humanos. Varias
pesquisas experimentais e clinicas tém revelado que agentes terapéuticos que otimizam o metabolismo
energético cardiaco constituem importante enfoque para o tratamento de disfungfes cardiacas.

Dentre os fatores que comprometem a funcgdo contratil durante e apos a isquemia miocérdica, 0
tipo de substrato energético metabolizado pelo coragdo tem sido bastante estudado. Estudos colocam
que o uso excessivo de AG contribui para a disfuncao contrétil e injuria isquémica, parecendo ocorrer
como mecanismo secundario a inibicdo da oxidacdo aerobica da glicose no coragdo. Durante a
isquemia cardiaca, 0 coracao adapta-se rapidamente a uma condicdo de baixo suprimento de oxigénio
e nutrientes, com um desvio do metabolismo aerdbico para o anaerdbico. Nessa fase, a via glicolitica
que contribui minimamente com a producédo de energia para o coragdo aerobico (menos que 10%), se
torna a principal responsavel pelo suprimento de ATP. O fluxo glicolitico é estimulado, em parte, pela
ativacdo da enzima fosfofrutoquinase-1, em virtude do decréscimo na producdo energetica,
aumentando a relacdo AMP/ATP. No entanto, apesar da via glicolitica se tornar fundamental para a
manutencdo de um nivel critico de ATP necessario para as func¢des cardiacas vitais como canais
ibnicos, funcdo contratil e integridade celular, essa mudanca pode comprometer a eficiéncia cardiaca

durante o periodo isquémico e mesmo durante a reperfusdo aerdbica subsequente.
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Na dependéncia da severidade e duracdo da isquemia, hd um acumulo intracelular de lactato e
prétons, com consequente queda do pH e desequilibrio idnico. O acimulo de ions H* leva ao aumento
intracelular de Na* via trocador Na* /H*, com subseqtiente acimulo intracelular de Ca* via trocador
Na*/Ca?*. Isso resulta em menor eficiéncia das proteinas contrateis, recuperagdo funcional prejudicada
durante a reperfusdo e decréscimo da eficiéncia cardiaca, além de possivel morte celular. Durante a
reperfusdo, o “desarranjo metabdlico” tende a se intensificar. A oxidacdo de AG se recupera e
intensifica rapidamente, inibindo a oxidacdo da glicose. A captacdo de glicose e a via glicolitica, no
entanto, sdo afetadas em propor¢cdo muito menor que a oxidagdo; com isso, hd uma exacerbagdo do
desacoplamento glicdlise-oxidacdo de glicose, com conseqliente aumento do acumulo de H*
(RANDLE, 1963; DEPRE, 1999; SAMBANDAM & LOPASCHUK, 2003).

No entanto, o impacto desse rearranjo metabolico relaciona-se com a intensidade e o periodo
em que a isquemia € imposta. O retorno da funcédo contratil na reperfusao depende, particularmente, da
manutencdo residual de ATP durante a isquemia e da extensdo do acumulo de produtos glicoliticos. Na
isquemia de baixo fluxo, modelo utilizado no presente trabalho, a isquemia é induzida reduzindo-se o
fluxo coronariano de forma que o coragdo ndo pode sustentar sua atividade contratil por periodo
prolongado. O fluxo residual, no entanto, € ainda capaz de permitir um suprimento residual de
substratos energéticos e a extrusdo de parte dos produtos metabolicos finais, como protons e lactato
(DEPRE et al., 1999). E importante frizar que o incremento na producio de ATP pela glicdlise ajuda a
manter os processos celulares vitais durante a isquemia, melhorando a recuperagdo da funcgao contratil
pos-isquémica (ZHU et al., 2000). Segundo KING & OPIE (1998), com a queda do fluxo coronariano,
apesar da diminuicdo da captacdo absoluta desse metabdlito, a taxa de extracdo cardiaca da glicose
aumenta drasticamente. Isso indica uma habilidade do miocérdio para aumentar a sua capacidade de
transporte da glicose, de forma a garantir o ATP necessario para a funcdo celular. O contetdo de

glicogénio miocérdico tem se mostrado atuante no progndstico da isquemia/reperfusdo. CROSS et al.
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(1996) e FERDINANDY et al. (1998) mostraram que o nivel elevado de glicogénio antes de uma
isquemia e sua manutenc¢do durante esse processo pode melhorar a funcéo cardiaca pds-isquémica.

As mudancas metabdlicas instaladas durante o processo de isquemia e reperfusdo se devem, em
grande parte, a modulacdo pela proteina quinase ativada por AMP (AMPK). Com a producéo
energética comprometida durante essa fase, a relacdo AMP/ATP aumenta, resultando na fosforilagéo e
ativacdo da enzima. A AMPK ativada é capaz de estimular varios mecanismos geradores de energia,
ligados tanto ao metabolismo de glicose, quanto de AG, a saber:

- estimula a captacdo de glicose pelo estimulo da translocacdo de GLUT, para a membrana
sarcolemal; aumenta o fluxo glicolitico pelo estimulo das enzimas fosfofrutoquinase-1, via ativagdo da
fosfofrutoquinase-2, e piruvato quinase; aumenta o turnover de glicogénio, pelo estimulo conjunto das
enzimas glicogénio sintetase e glicogénio fosforilase.

- estimula a captacdo de AG pelo estimulo da atividade da enzima LPL e da translocase de AG,
CD36; aumenta a oxidacdo de AG, pela remocdo da inibicdo alostérica da enzima CPT-1, visto que
diminui a producdo de malonil-CoA, através da inibicdo da enzima acetil CoA carboxilase e provavel
ativacdo da enzima malonil-CoA decarboxilase (SAMBANDAM & LOPASCHUCK, 2003; AN et al,

2005).

1.3 Acido oroético e funcéo cardiaca

O acido orético (AO), CsHsN,O4, € um intermediario da via biossintética das pirimidinas
(Figura 4). Para a sintese de novo das bases nitrogenadas pirimidinicas, o primeiro passo de conversdo
hepatica do AO no nucleotideo UMP (uridilato) é catalisado pela enzima orotato fosforibosil
transferase, que facilita o ataque de um grupamento ribose e um fosfato, provenientes da hidrolise do

PRPP (5-fosforribosil-1-pirofosfato).
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| NH
HO
H

Figura 4. Estrutura quimica do &cido ordtico

O AO ¢ encontrado em baixas concentracbes em células nucleadas e em muitos fluidos
bioldgicos e a ingestdo deste componente na dieta humana ocorre através do leite bovino (80mg/L)
(MORIFUJI & AOYAMA, 2002).

Alguns estudos prévios designaram um extrato soltvel vegetal destilado como vitamina Bis,
por sua alta capacidade na promogéo do crescimento de modelos experimentais (NOVAK & HAUGE,
1948; AUSTIN & BORUFF, 1949; CUNHA et al, 1950). Mais tarde, MANNA & HAUGE (1953)
postularam que o AO é um produto de degradacgdo dessa vitamina. No entanto, esses dados ainda séo
objetos de questionamentos e um trabalho de OTT et al (1958) descaracteriza a propriedade vitaminica
do extrato. Embora o AO ndo seja reconhecido oficialmente como vitamina, seu papel na promog¢éo do
crescimento é caracteristico e foi demonstrado, ainda, que esse composto apresenta efeito
compensatorio sobre a deficiéncia da vitamina B12 (MANNA & HAUGE, 1953).

Investigagdes prévias tém revelado que o AO apresenta efeitos cardiovasculares benéficos,
melhorando a fungdo miocéardica pos-isquémica. O mecanismo de a¢do do AO ainda n&o foi elucidado,
porém € sabido que este elemento interfere em varios processos bioquimicos que envolvem
nucleotideos pirimidina, tais como sintese de RNA, de glicogénio e de fosfolipideos. (RICHARDS et
al., 1997; FERDINANDY et al., 1998). Em estudo realizado por RICHARDS et al (1997), coracbes
pos-infartados tratados com AQO apresentaram maior disponibilidade de ATP e, por conseguinte,

melhor eficiéncia pds-isquémica. Esses autores propdem que o metabolismo hepatico do AO propicia
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um aumento plasmatico de nucleosideos uridina e citidina. A degradacdo da uridina a uracil pela
uridina fosforilase miocérdica, pode suprir o tecido com a ribose necessaria para as reagdes de
recuperacdo e/ou sintese de novo de nucleotideos purina. KYPSON e colaboradores (1978) e
AUSSEDAT (1983) sugeriram que a sintese de ATP e nucleotideos adenina totais pode ocorrer por
estimulo da captacdo de glicose, via uridina, e consequiente glicolise para producdo anaerdbica de
energia. FERDINANDY e colaboradores (1998) mostraram que o tratamento com AO em ratos
aumentou o conteudo de glicogénio de coragbes normoxicos e isquémicos, com significante melhora
da fungdo miocardica pos-isquémica.

Diante do exposto, objetivamos investigar a existéncia de alteracdes em vias metabolicas

envolvidas no suprimento energético cardiaco, em ratos suplementados com o &cido orético.
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2.0 OBJETIVOS

O objetivo principal foi verificar a influéncia do acido ordtico sobre o metabolismo energético

cardiaco em ratos.

2.1 Objetivos Especificos
Foi investigado o efeito da administragdo dietética do acido ordtico sobre os parametros
metabdlicos e funcionais cardiacos, em condi¢des normodxicas e isquémicas:
2.1.1 A utilizacio de substrato lipidico pelo tecido cardiaco e as vias metabdlicas
envolvidas nesse processo. Para alcancar esse objetivo, foram determinadas:
- aatividade da enzima LPL presente no tecido cardiaco, perfusato cardiaco e plasma;
- acaptacdo e a incorporagao tecidual de acidos graxos (AG);
- as expressodes dos genes para o receptor alfa ativado por ploriferadores de peroxissomos
(PPAR,) e para as enzimas carnitina palmitoil transferase-1 (CPT-1) e acil CoA oxidase
(ACO);
- as concentragoes séricas de trigliceridios (TG), AG, colesterol e glicerol.
2.1.2 A utilizacido de glicose pelo tecido cardiaco e as vias metabdlicas envolvidas nesse
processo. Para alcancar esse objetivo, foram determinadas:
- aexpressao tecidual da proteina GLUTj,
- acaptagdo e a incorporacao tecidual de glicose;
- as concentragdes cardiacas dos intermedidrios metabolicos glicose 6-fosfato (G 6-P),
frutose 6-fosfato (F 6-P) e lactato;
- o contetdo de glicogénio cardiaco.
2.1.3 O rendimento energético tecidual. Para alcancar esse objetivo, foi determinada, além do

exposto acima, a concentracao cardiaca de ATP.
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2.14 A performance cardiaca. Para alcancar esse objetivo, foram determinados os indices
de contratilidade - freqiiéncia cardiaca, tensdes sistolica e diastolica ventriculares, dT/dt (maxima e

minima) - ¢ o fluxo coronariano.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e seu tratamento

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando cerca de 200g, provenientes do centro de
bioterismo da UFMG (CEBIO), os quais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com
ciclo de luz controlado (14 horas luz, das 6 as 20h) e temperatura constante (23 = 3°C).

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais:

1) C - alimentado com dieta controle;

2) AO - alimentado com dieta C contendo acido ordtico a 1 %.

A dieta controle preparada em nosso laboratério foi adaptada de KETTELHUT, FOSS &
MIGLIORINI (1980), conforme tabela 1. As dietas experimentais foram administradas ad libitum

durante 9 dias, ap6s 2 dias de adaptacdo, e os animais tiveram livre acesso a agua.

Tabela 1. Composi¢do basica da dieta controle:

Dieta controle (% de peso)

Proteina 18
Lipidio 7

Carboidrato 58
Minerais 4
Vitaminas 1

Umidade 12
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Os grupos estudados tiveram suas ingestdes alimentares de 24 horas determinadas durante nove
dias consecutivos, € seus pesos corporais foram determinados no primeiro e ultimo dias de submissao
as referidas dietas. No décimo primeiro dia de experimento, os ratos foram sacrificados por
decapitagdo, por volta das 14hs, e os coragdes foram removidos, pesados e utilizados imediatamente

ou congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C, para posteriores analises

bioquimicas. Os sangues foram coletados para obtengdo de soro e armazenados a - 20°C.

3.2 Metodologia

3.2.1 Perfusio cardiaca

Os coragdes foram canulados via aorta ascendente conforme técnica de Langendorff para
coragdo isolado de rato, adaptada por GOES et al. (1993). Esse sistema consiste de um tubo de vidro
de aproximadamente 12 mm de diametro e 90 cm de altura, com uma pequena canula conectada a
extremidade inferior. Um reservatorio contendo solu¢do nutridora ¢ ligado ao tubo e fica sobre um
suporte regulavel, o qual permite o ajuste da pressdo de perfusdo, mantida constante a 65mmHg
durante todo o experimento. O tubo de vidro fica envolto em uma jaqueta de dgua em circulagdo,
aquecida a 37£1°C. O sistema de oxigenagdo utilizado possibilita o borbulhamento de mistura
carbogénica — 95% de O, e 5% de CO,— na solugdo nutridora.

A solucdo nutridora utilizada na perfusdo dos coragdes foi a solu¢ao de Krebs-Ringer (solucao

K-R), conforme composi¢ao descrita na tabela 2 abaixo, acrescida de 1% de albumina (BSA).
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Tabela 2. Composicao final da solucdo Krebs-Ringer:

Composto Concentragdo em mM
Na Cl 118,41
KClI 4,69
KH,PO4 1,17
MgS0,4.7H,0 1,17
CaCl,.2H,0 2,51
Dextrose anidra (glicose) 11,65
NaHCO3 26,24

Considerando que o uso de anestésicos pode induzir o aparecimento de arritmias, inclusive de
reperfusdo, por alterar o metabolismo celular dos animais (GOES et al., 1993), os animais foram
decapitados e toracotomizados rapidamente, retirando-se o coragdo em bloco. Apos retirado, o coragao
foi colocado em um béquer contendo solugdo nutridora a temperatura ambiente, sendo realizada fraca
pressdo com os dedos para vazao do sangue contido nas camaras cardiacas. Em seguida, o coracao foi
transferido para uma placa de Petri contendo solugdo nutridora fria (= 4°C) e oxigenada. O
resfriamento tem por objetivo diminuir o metabolismo miocardico na fase anterior a canulagdo do
coragao.

Ap6s a canulagdo da aorta, aguardou-se 20 min. para estabilizagdo do sistema.

Os modelos experimentais foram submetidos, em alguns casos, a isquemia/reperfusdo. A
montagem dos coragdes seguiu a técnica descrita por JOHNS & OLSON (1954) e LUBBE et al.
(1978), com oclusdo parcial da artéria corondria esquerda, ja que a maioria dos casos clinicos de
isquemia envolve uma forma de oclusdo parcial da coronaria com fluxo residual (KING et al, 2001). O

sucesso da operacao foi confirmado pela queda imediata do fluxo coronariano.
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Para introdug¢do de heparina, em protocolo de medida da atividade da LPL presente em
perfusato cardiaco, todo o tubo foi desprovido da solugdo nutridora original. Rapidamente, nova
solucdo nutridora contendo 5SUI/ml de heparina foi introduzida no sistema. Para o retorno da sg.
original, na lavagem da heparina, procedeu-se da mesma forma.

A coleta dos perfusatos cardiacos obedeceu os seguintes esquemas (Figura 5):

- Coragdes intactos:

solucdo com heparina soluciio sem heparina
tempo(min.) | | | | | | | | |
2001 11 2 3 45 5 10°
estabilizacao coleta coleta coleta
do sistema pré-hep. pos-hep. pos-lavagem de heparina

- Coragdes submetidos a oclusao/reperfusao:

solu¢io com heparina oclusiao reperfusiao

v v

tempo (min.)

200 10 I 5’ o5 100 15
estabilizacao coleta coleta coleta
do sistema pré-hep. pos-hep. pos-oclusiao

Figura 5. Protocolo de perfusdo cardiaca
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Apos coletados, os perfusatos e os ventriculos dos coragdes perfundidos foram imediatamente
imersos em nitrogénio liquido e estocados em freezer -80°C para posteriores dosagens. Esse protocolo
foi utilizado nas dosagens da atividade da LPL liberavel pela heparina, das expressdes dos genes para
PPARa, CPT-1 e ACO, da expressao da proteina GLUT4 e para determina¢do dos metabolitos glicose-
6-fosfato, frutose-6-fosfato, ATP, lactato e glicogénio.

Foram realizadas também as analises dos parametros cardiacos. A for¢ca de contragdo era
medida através de um anzol fixado ao apice do coracdo e conectado ao transdutor de forca. A
freqliéncia cardiaca (FC) e dT/dt, sendo a velocidade de desenvolvimento de forga, originavam-se da
onda de forca gerada. A aquisi¢ao dos sinais foi realizada por um sistema de conversdo analdgico-
digital, os quais eram enviados a um amplificador (Biopac System, Santa Barbara, USA) e, em
seguida, registrados em um microcomputador com sistema de aquisicao de dados. O fluxo coronariano

foi determinado a cada cinco minutos, nos periodos basal, de isquemia e de reperfusao.

3.2.2 Medida da atividade da lipase lipoprotéica

A lipase lipoprotéica (LPL) ¢ uma glicoproteina dimérica, cujas caracteristicas funcionais mais
importantes sdo: possuir um pH 6timo de agdo alcalino (8,0 — 8,5), ser inibida por NaCl 1 M e requerer
um cofator especifico para manifestar sua atividade, a apolipoproteina C-II (Apo-CII). O ensaio da
atividade enzimatica da LPL baseia-se no método de NILSSON-EHLE & SCHOTZ (1976) e se
fundamenta na reacao:

TAG (glicerol tri-"H- oleato) LPL » glicerol + *H- oleato
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Os 4cidos graxos liberados (*H-oleato) sdo separados pela utilizagdo de um sistema de partigdo
liquido-liquido e uma aliquota dos AGL situados na fase superior polar, ¢ removida para a
determinacdo da radioatividade correspondente. O grau de hidrélise ¢ diretamente proporcional a
atividade da enzima.

Para determinacao da atividade da LPL total, tecidos cardiacos intactos foram homogeneizados
em tampao Tris-HCL (pH 8,3) contendo detergentes, centrifugados a 2500 rpm por 15 minutos e as
camadas intermediarias, abaixo das camadas gordurosas, foram utilizadas para a medida da atividade
enzimatica.

Uma emulsdo-substrato foi preparada com trioleina fria e [9,10°H] trioleato e estabilizada com
lecitina. Os lipidios foram sonicados com glicerol a 4°C durante 5 min. No dia do experimento foi
preparada a mistura de reagdo, contendo 2 partes de tampao LPL (Tris 0,2M - pH 8,3, 6 % de
albumina bovina livre de acidos graxos e cloreto de sodio 0,15M), 2 partes de emulsdo-substrato e 1
parte de soro de rato em jejum por 24 horas como fonte de Apo-CII. Apds 45 min. de incubagdo,
foram adicionados 3,25 ml da mistura de extracdo cloroféormio-heptano-metanol, 1,25 : 1,1 : 1,41
(BELFRAGE & VAUGHAN, 1969) e em seguida 1,05 ml de tampao carbonato-borato 0,1M pH 10,5,
sob agitacdo em vortex. Os tubos de ensaio foram centrifugados a temperatura ambiente por 10
minutos e uma aliquota de 0,1 ml da fase aquosa superior foi colocada em 1,6 ml de coquetel de
cintilagao (tolueno-triton-PPO-POPOP), para quantificacdo de radioatividade por espectroscopia de
cintilagdo liquida.

Para as amostras liquidas - plasma e perfusato cardiaco — seguiu-se 0 mesmo procedimento
acima, com a incubagao, porém, de 100 pul de cada amostra (NILSSON-EHLE & SCHOTZ, 1976).

O calculo da atividade enzimatica obedeceu a seguinte formula:
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- para LPL tecidual (nmoles de AG liberados . mg de tecido cardiaco™ . min.™):

CPM amostra x 1 x 100 x vol.fase superior x vol. total do homogenato
ativ. especifica AG  tempo 70 vol. amostra vol. homogenato usado x peso tecido

- para LPL presente em plasma e perfusato (nmoles de AG liberados . ml de perfusato [ou

plasma™ . min.™):

CPM amostra x _1 x 100 x vol. fase superior x 1
ativ. especifica AG  tempo 70 vol. amostra vol. perfusato (ou plasma) usado

3.2.3 Reac¢do em cadeia da polimerase em tempo real (RCP-TR)

3.2.3.1 Extracao do RNA total

Para andlise da expressdao génica do fator de transcricio PPARa e das enzimas CPT-1 e ACO,
fragmentos de tecido cardiaco foram homogeneizados com com Trizol™ (Life Technologies),
conforme protocolo do fabricante. O homogenato foi transferido para um microtubo e deixado a
temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 200 pl de cloroférmio, misturando-se
vigorosamente por cerca de 20 segundos e, novamente, deixou-se em repouso a temperatura ambiente

por 3 minutos. O homogenato foi centrifugado a 12.000 rpm, a 4°C, por 15 minutos, para separagdo de

fases (Figura 6).
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i

—» RNA

—» DNA

——» PROTEINA

Figura 6. Separacdo de fases

A fase aquosa sobrenadante foi cuidadosamente transferida para outro microtubo. Em seguida,
foram acrescentados 500 ul de isopropanol, deixando-se em repouso por 10 minutos, a temperatura
ambiente. Nova precipitacdo foi, entdo, realizada a 12.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante
foi cuidadosamente descartado e o pellet resultante foi ressuspendido em 1 ml de etanol a 70%. Apos 5
minutos de centrifugacdo a 9.500 rpm, a 4°C, descartou-se o sobrenadante ¢ o pellet foi seco a
temperatura ambiente, ressuspendido em 60 ul de agua DEPC (dietilpirocarbonato) e incubado a 55°C,
por 10 minutos, para melhor dissolu¢ao do RNA.

As concentracdes do RNA total foram determinadas pela leitura da densidade optica, em
espectrofotometro GeneQuant. Aliquotas do RNA total foram diluidas 50 vezes em agua DEPC
estéril, filtrada a 0,22 pum, para quantificagdo em cubeta de quartzo especifica. As leituras foram
realizadas nos comprimentos de ondas de 260 nm para acido nucléico e 280 nm para contaminantes
protéicos. A relacdo entre essas leituras demonstrou uma razao maior que 1,6, garantindo a qualidade
do RNA obtido, segundo as exigé€ncias vigentes para a biologia molecular. Para o calculo da

concentracao de RNA na amostra, utilizou-se a seguinte formula, onde DO significa densidade Optica:

[RNA em pg/pL] = DO (L =260 nm) X FATOR DE DILUICAO X 40/ 1000
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3.2.3.2 Tratamento com DNAse

Inicialmente foi preparado um mix contendo o tampao para RCP, MgCL, a 50mM e a DNAse,
tendo o cuidado de adicionar a enzima no ultimo momento. Em outros microtubos foram pipetadas as
amostras de RNA e agua DEPC, conforme célculo prévio (para cada 1 pug de amostra, utiliza-se 3,81
pl de agua). Em seguida, foram adicionados 5,2 pl do mix/pg de amostra, deixando-se em repouso a
temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, a DNAse foi inativada pelo acrécimo de 1 pl de
EDTA a 2,5 mM, aquecendo-se a 65° C, por 10 minutos. Apods esse procedimento, as amostras foram

mantidas em gelo por 1 minuto.

3.2.3.3 Retro Transcricao (RT)

A reagdo de transcricdo reversa foi realizada segundo protocolo previamente descrito por
MARTINS et al (1995), com pequenas alteragdes. Resumidamente, 2 ng de RNA total tratado com
DNAse foram utilizados para a sintese do DNA complementar (cDNA). Em cada reagdo, adicionou-se
as amostras de RNA 12 pl do tampao de reacao/pg de amostra, contendo 3 pl do primer universal
(RH) e 3 ul das bases nitrogenadas (ANTP), além de 1 ul da enzima RNAsim, que inibe a RNAse, e 2
pl da enzima transcriptase reversa (MLV) . A transcrigdo reversa foi realizada a 37°C por 60 minutos e

o cDNA foi, posteriormente, armazenado a -20°C.

3.2.3.4 Sele¢ao de oligonucleotideos iniciadores para RCP em tempo real

As seqiiéncias dos oligonucleotideos iniciadores (primers) dos genes-alvo para RCP-TR
estudados foram selecionados através da analise das seqiiéncias de mRNAs, depositadas no genebank
e acessadas através do programa BLASTn do National Center for Biotechnology Information-(NCBI).

Os amplicons alvos foram selecionados e analisados através da ferramenta PrimerQuest, disponivel no
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IDT SciTools (Integrated DNA technologies). A partir da analise de homologia entre as seqiiéncias dos
mRNAs do PPARa, CPT-1, ACO e B-actina, obteve-se as respectivas regidoes-alvo para a confeccao

dos pares de oligonucleotideos iniciadores especificos (tabela3).

Tabela 3. Primers para RCP em tempo real

Gene Primer Sequéncia
B Actina Senso 5’-ggttccgatgecctgaggete-3’
Antisenso 5’-tgctccaaccaactgetgtege-3’
PPAR« Senso 5’- taccactatggagtccacgcatgt- 3’
Antisenso 5’- ttgcagcttcgatcacacttgtcg- 3’
Carnitina palmitoil transferase 1 Senso 5’- acgtgagtgactggtgggaagaat-3’
Antisenso 5’- tctccatggcgtagtagttgetgt- 3°
Acil-Coa oxidase Senso 5’- atctctgtggttgetgtggagtea-3’
Antisenso 5’- tctggatgcttecttctccaaggt-3’

3.2.3.5 RCP em tempo real

Para a reacdo de RCP em tempo real, foi utilizado o kit SYBR GREEN PCR core Reagents da
PE Biosystems (No. Cat. 4304886; Warrington, UK). Utilizou-se um protocolo basico mantendo as
concentragdes usuais de reagentes num volume final de reagdo de 25 pl. A reagdo consistiu-se de 19ul
do mix SYBR Green PCR, 4 ul de primer mix (1pmol de cada primer analisado — senso ¢ anti-senso) e
2 ul de cDNA da reagdo de transcrigdo reversa. Os controles negativos foram feitos substituindo-se as
amostras pelo mesmo volume de dgua na reacdo. A reacdo em tempo real foi realizada no aparelho
ABI Prism 7000 SDS no seguinte ciclo termal: [estagio 1] um ciclo de 50°C/2 min.; [estagio 2] um

ciclo a 95°C/10 min.; [estagio 3] 40 ciclos de 95°C/0,15 min. e 60°C/1 min.
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Para a andlise da expressdo dos genes-alvo no tecido cardiaco, utilizou-se o método semi-
quantitativo delta delta CT, segundo o modelo matematico desenvolvido por PTAFFL (2001). O valor
de CT (threshold cycle) representa o momento da reagdo de RCP em que a fluorescéncia de
determinada amostra ¢ detectada inequivocamente acima do ruido de fundo (background). O resultado
foi expresso em unidades arbitrarias. O modelo matematico utilizado para a obten¢do das unidades

arbitrarias para essa analise foi:

1- Subtracdo do valor de CT do gene-alvo pelo CT da B-actina (ACT);
2- média do ACT das amostras;
3- ACT de cada amostra — a média do ACT do grupo controle (AACT);

4- elevagio negativa do AACT na base 2 = 27447

3.2.4 Analise semi-quantitativa do transportador de glicose (GLUT) por western blot

Fragmentos de tecido cardiaco ventricular foram homogeneizados em tampao de lise contendo
inibidores de proteases e posteriormente centrifugados (2500 rpm, 20 min, 4°C) para remog¢do do
infranadante. As proteinas contidas no infranadante foram quantificadas através do método de
BRADFORD (1976).

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS) foi realizada de
acordo com o método descrito por LAEMMLI (1970). Cinquenta pg de proteina das amostras foram
aquecidas a 98°C por 5 min e aplicadas em gel de poliacrilamida a 10%. Na lateral do gel foi aplicado
o padrao de peso molecular (20 — 200 kDa), sabendo-se que o GLUT, possui um peso molecular de,
aproximadamente, 54kDa. A eletroforese foi realizada numa cuba de acrilico, contendo tampao de

corrida (Tris-HCI 25mM, SDS 0,1%), sob 100 Volts, por 2 horas. As proteinas foram transferidas
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eletroforeticamente (tampao: Tris-HCI 25mM, glicina 192mM, metanol 20%) para uma membrana de
nitrocelulose, sob 100 Volts, por 1,5hora. Em seguida, as membranas foram bloqueadas para as
ligagdes nao especificas com tampao contendo leite desnatado a 5% em TBS-T 1x, por 1 hora. Apds,
as membranas foram incubadas com anticorpo primario para GLUTy4, por 3h a 37°C e sob agitagdo
constante. As membranas foram lavadas novamente com TBS-T 1x e incubadas com anticorpo
secundario (anti-coelho) por 1 hora e, posteriormente, foram lavadas.

Finalmente, foi realizada a revelagdo quimioluminescente utilizando ECL plus (Amersham).
Apo6s a identificacdo das bandas referentes a proteina GLUT,, foi feita, na mesma membrana, a
identificacdo das bandas referentes a B-actina, que foi utilizada como controle endégeno. Para isso, foi
feito o “stripping” da membrana, que consiste na retirada dos anticorpos da superficie da mesma, e a
incubagdo por lhora com anticorpo primario, para a proteina 3-actina. As membranas foram, entdo,
lavadas com TBS-T 1x e incubadas com anticorpo secundario (anti-camundongo) por lhora e apds,
lavadas novamente. Posteriormente, foi realizada a revelagdo quimioluminescente utilizando ECL plus
(Amersham). As bandas imuno-reativas foram quantificadas por densitrometria no programa Image J
quant, da National Institute of Health, USA. Os resultados foram expressos a partir da relacao

GLUT./B-actina em unidades de densidade relativas.

3.2.5 Analises bioquimicas

Os intermediarios glicoliticos, glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato, bem como o ATP e
glicogénio cardiacos, foram dosados no coracdo apods a extragdo com acido perclorico, conforme
método de HOROST (1973). Os compostos glicose-6-fosfato, frutose-6-fosfato (“Michel” in

BERGMEYER, 1988) e ATP (“Trautschold, Lamprecht, Schweitzer” in BERGMEYER, 1989) foram
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medidos, indiretamente, em espectrofotometro a 340 nm, pela formagdo enzimatica do metabdlito

gluconato-6-fosfato. O método fundamenta-se nas reagdes enzimaticas:

ATP + glicose HQ > glicose-6-P + ADP

Frutose-6-P ~ _— FGL glicose-6-P

Glicose-6-P + NADP+ G6P-DH p  gluconolactona-6-P + NDPH + H+
Gluconolactona-6-P + H20 * p»  gluconato-6-P

onde:

HQ = hexoquinase
FGI = fosfoglicose isomerase

G6P-DH = glicose 6-P desidrogenase
* = rea¢do ndo-enzimatica.

O célculo para determinacdo do conteudo dos metabdlitos cardiacos (nmol/g tecido) ¢

apresentado a seguir:

(ex):

abs.1 —abs.0  x 3 ml (vol. do &c. de extracdo) x 1000 (vol. da cubeta) x 1 x 1.000
6,22 (constante) vol. pds-acerto do pH vol. da amostra peso

onde:

1957).

G 6-P = absorbancia 1 (enzima 1) - absorbancia 0 (sem enzima)
F 6-P = absorbancia 2 (enzima 2) - absorbancia 1

ATP = absorbancia 3 (enzima 3) - absorbancia 2

O conteudo total de glicogénio cardiaco foi quantificado pelo método da antrona (HASSID,

Os trigliceridios (TG), colesterol e glicerol no soro foram quantificados por kit enzimatico

(KATAL, Belo Horizonte, MG), e os (AGL) foram avaliados com o emprego de kit da WACO
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Chemicals (Richmond, VA). Para dosagem do lactato presente no perfusato cardiaco, foi utilizado um

analisador por método enzimatico de glicose e lactato oxidase (Glucose analyser YSI 300 Plus).

3.2.6 Medida da captacio e da incorporacio de substratos energéticos

Para medida da utilizagdo de substratos energéticos, realizou-se uma adaptacdo das técnicas
descritas por GOLFMAN et al (2005) e NIU et al (2004).

A perfusdo cardiaca seguiu o protocolo descrito anteriormente, com algumas modificagdes.
Durante a estabilizagdo, os coragdes foram perfundidos no modo Langendorff ndo recirculante, com
solucdo nutridora K-R contendo BSA a 1%. Em seguida, o sistema foi desviado para o modo
recirculante, com a introdu¢do de nova solucdo contendo os substratos radioativamente marcados,

conforme protocolos:

3.2.6.1 Captacao e incorporacio de acido graxo marcado

Para confeccdo da lipoproteina marcada, utilizou-se uma adaptacdo da técnica descrita por
FARAJ & CIANFLONE (2004). Uma emulsdo-substrato foi preparada com trioleina fria e [9,10°H]
trioleato e estabilizada com lecitina. Os lipidios foram sonicados com tampéo aquoso (Tris-HCL), a 4°C
durante 5 minutos. A emulsdo-substrato foi adicionada ao reservatorio de solugdo nutridora para uma
concentracao final de 0,4mM de TG.

Apo6s 15 minutos de estabilizacdo, a solug¢do nutridora original foi removida e, rapidamente, nova
solugdo nutridora contendo *H-trioleina (15uCi/L) e desprovida de glicose foi introduzida no sistema.

Aliquotas de 1ml de perfusato foram coletadas a intervalos de 10 minutos, por 30 minutos (Figura 7).
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Troca de solucdo

v

Coleta de perfusato
| olicose (11,65 mM) *H-trioleina (0,4mM)
0 min. 15 min. 25 min. 35 min. 45 min.

Figura 7. Protocolo de perfusio com *H-trioleina.

3.2.6.2 Inter-relacio entre a captaciio e a incorporacio de AG e glicose marcados

Apods 15 minutos de estabilizagdo, todo o tubo foi desprovido da solucdo nutridora original.
Rapidamente, nova solugdo nutridora contendo [U-'*C] glicose (10pCi/L), insulina (40 wU/ml) e *H-
trioleina (15uCi/L) foi introduzida no sistema. Aliquotas de Iml de perfusato foram coletadas, a

intervalos de 10 minutos, por 30 minutos. (Figura 8)

Troca de solugdo

v

Coleta de perfusato

| glicose (11,65 mM) 3SH-trioleina (0,4mM) + [U-"*C] glicose (5,5mM) + insulina (40 uU/ml)

0 min. 15 min. 25 min. 35 min. 45 min.

Figura 8. Protocolo de perfusdo com *H-trioleina e [U-'*C] glicose
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3.2.6.3 Medida da captacio e da incorporacao de AG e glicose marcados

A determinagdo da captagdo cardiaca dos substratos energéticos foi realizada, indiretamente,
através da medida da queda desses componentes na solugdo nutridora recirculante, durante trinta
minutos. A incorporacdo dos substratos foi avaliada diretamente em fragmentos de ventriculos
cardiacos.

Aliquotas de 1 ml de perfusato e amostras de tecido cardiaco pds-perfusdo foram sujeitas a
extragdo lipidica, segundo FOLCH et al (1957), com cloroférmio:metanol 2:1 (v/v). A captacdo e
incorporagdo de AG foram medidas na fase infranadante orgéanica dos extratos de FOLCH, enquanto a
captacdo e incorporagao de glicose foram determinadas na fase aquosa superior. As amostras foram
pipetadas em coquetel de cintilagdo para quantificagdo de radioatividade por espectroscopia de
cintilagdo liquida, utilizando tolueno-PPO para as amostras orgénicas e tolueno-triton-PPO-POPOP
para as amostras inorganicas.

Os calculos de captagdo e incorporacdo dos substratos energéticos foram feitos como segue:

- captacdo de glicose (nmoles . min."):

CPM amostra X 1 x 100 x fasesuperior x 1
ativ. especifica glicose  tempo 40 vol. amostra  vol. perfusato usado

- captagdo de AG (nmoles . min.™):

CPM amostra x 1 x 100 x faseinfranadante x 1
ativ. especifica AG tempo 60 vol. amostra vol. perfusato usado
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- incorporagio de glicose (nmoles . min.” . peso tecido em g'):

CPM amostra x _1 x 100 x fasesuperior x _vol. total do homogenato
ativ. especifica glicose tempo 40 vol. amostra  vol. homogenato usado x peso tecido

- incorporagdo de AG (nmoles . min.” . peso tecido em g™):

CPMamostra x _1 x 100 x _faseinfranadante x _vol. total do homogenato
ativ. especifica AG tempo 60 vol. amostra ~ vol. homogenato usado x peso tecido

3.2.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Para comparacdo entre as
diferentes condi¢des de perfusdo cardiaca, no mesmo grupo, foi utilizada a analise de variancia -
ANOVA one way - seguida do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. A comparagdo entre
dois grupos utilizou o teste “t de Student” ndo pareado.

O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.
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4.0 RESULTADOS

4.1 Ingestao alimentar, ganho de peso corporal e peso tecidual
Conforme exposto na Tabela 4, ndo foram observadas diferengas na ingestdo alimentar de 24

horas, na evolucdo ponderal e peso do tecido cardiaco entre os grupos analisados.

Tabela 4. Ganho de peso corporal, ingestdo alimentar didria e peso do tecido cardiaco dos

grupos C e AO.
Ingestiao alimentar Ganho de peso Peso do coracio
Grupo diaria (g) corporal (g) (g/100g de peso
corporal)
21+0,7 61 £8,8 0,4 +£0,02
C (n=4) (n=4) (n=6)
22+1,2 58+5,9 0,4+0,01
AO (n=4) (n=5) (n=5)

Os dados representam média * erro padrao da média. “n” representa o nimero de animais.

4.2 Parametros séricos

A Figura 9 mostra os niveis séricos de TG, colesterol, AGL e glicerol dos grupos estudados.

A administragcdo dietética de AO reduziu as concentragdes séricas pos-absortivas de TG e
colesterol, com uma reducdo da ordem de 81% e 52%, respectivamente, em relagdo ao grupo controle.

A concentragdo de AGL no soro dos animais AO mostrou-se elevada (aumento de 44%),
comparada aos controles. No entanto, ndo foi observada variagdo nos valores de glicerol entre os

grupos analisados.
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Figura 9. Concentragdes de trigliceridios (n = 6), colesterol total (n = 7), acidos graxos livres

(n=10 - 12) e glicerol (n = 6) presentes no soro dos grupos C e AO. Os dados representam média +

erro padrio da média. * p < 0,05 vs C.
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4.3 Atividade da enzima lipase lipoprotéica
A atividade da enzima LPL no plasma mostrou-se similar nos grupos analisados (Figura 10).

Conforme referido anteriormente, a enzima LPL cardiaca ativa pode ser encontrada em polos
distintos no tecido:

- localizada em sitios de acdo na superficie luminal do endotélio vascular, dita LPL funcional,
ou na superficie dos midcitos, sendo que nesses casos a enzima ¢ ancorada em cadeias de
proteoglicanas heparano sulfato. A LPL pode se localizar, ainda, no interior de vesiculas no citoplasma
das células. O somatdrio dessas trés fragcdes nos da a idéia da atividade enzimatica total
(BLANCHETTE-MACKIE et al., 1989; SAXENA et al., 1991; SHEPHERD et al., 1998).

A atividade da LPL cardiaca total (Figura 11) mostrou-se elevada nos ratos tratados com dieta
AO, com um aumento de 58% em relagdo aos controles. No que se refere a fragdo liberavel pela
heparina em coragdes normoxicos (Figura 12A), notamos que o AO induziu aumento de 74% nesse
parametro, quando comparado aos animais C. Durante a isquemia e reperfusao (Fig. 12B) o quadro
acima foi mantido, mostrando o grupo AO um aumento de 90% na atividade enzimatica, em relacdo ao

controle.
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Figura 10. Atividade da enzima LPL presente em plasma dos grupos C ¢ AO. Os dados

representam média * erro padrdo da média de 5 animais.
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Figura 11. Atividade da enzima LPL total presente no tecido cardiaco intacto dos grupos C e

AO. Os dados representam média + erro padrio da média de 5 animais. * p < 0,05 vs C.
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Figura 12. Atividade da enzima LPL liberavel pela heparina (LPL funcional), determinada em
perfusato cardiaco dos grupos C e AO. A: atividade da LPL em perfusato de coragdo normoéxico (n =

5-6 animais). B: atividade da LPL em perfusato de coragdo submetido a isquemia parcial e reperfusao

(n =5 animais). Os dados representam média + erro padrio da média. * p < 0,05 vs C.
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4.4 Expressoes cardiacas dos mRNAs para PPARa, CPT-1 e ACO

Através da técnica da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real, foi avaliada a expressao
cardiaca do gene do receptor nuclear alfa ativado pelos proliferadores de peroxissomos (PPARa), bem
como a expressao de duas enzimas importantes envolvidas na 3-oxidagdo mitocondrial e peroxissomal
de 4acidos graxos, a carnitina palmitoil transferase-1 (CPT-1) e a acil-Coa oxidase (ACO),
respectivamente. A Figura 13 mostra que a expressao cardiaca do mRNA para o PPARa apresentou
um aumento de 179% e 96% nos animais tratados com AQO, em relagdo aos controles, para as
condi¢des normoxica e de pos-isquemia e reperfusdo, respectivamente. O mesmo quadro foi observado
para as expressoes genéticas das enzimas CPT-1 (Figura 14) e ACO (Figura 15). O AO induziu um
aumento da expressao do mRNA da ordem de 1.836% e 89% para CPT-1 e de 90% e 169% para ACO,

nas condigdes normoxica e de pos-isquemia e reperfusdo, respectivamente.
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Figura 13. Expressao do gene do fator de transcrigdo PPARa no tecido cardiaco dos grupos C
e AO. A: expressao do PPARa em coragdo normoéxico (n = 5-6 animais). B: expressdao do PPARa em

coracdo submetido a isquemia parcial e reperfusdo (n = 4-5 animais). Os dados representam média +

erro padrio da média. * p < 0,05 vs C.
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Figura 14. Expressao do gene da enzima CPT-1 no tecido cardiaco dos grupos C e AO. A:

expressao da CPT-1 em coragao normoxico (n = 4-5 animais). B: expressdo da CPT-1 em coracao

submetido a isquemia parcial e reperfusdo (n = 4 animais). Os dados representam média * erro padrao

da média. * p < 0,05 vs C.
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Figura 15. Expressdao do gene da enzima ACO no tecido cardiaco dos grupos C e AO. A:

expressdo da ACO em coragdo normoxico (n = 4-5 animais). B: expressdo da ACO em coracao

submetido a isquemia parcial e reperfusdao (n = 3-4 animais). Os dados representam média * erro

padrio da média. * p < 0,05 vs C.
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4.5 Conteudo da proteina GLUT,do tecido cardiaco

O transportador de glicose GLUT, foi analisado através da técnica western blot. A Figura 16A
mostra os imunoblotes das bandas de 54 KDa da proteina GLUT, e de 43 KDa da proteina [3-actina
dos coragdes dos animais C e AO.

A submissao do miocardio ao processo isquémico provoca modificagdes estruturais e
conformacionais do esqueleto de B-actina (SASHIDA et al, 1984; SUKOYAN et al, 2005). Dessa
forma, nos coragdes que sofreram isquemia e reperfusdo ndo foi possivel medir o contetido dessa
proteina e a analise da massa protéica do GLUT4ndo foi baseada na relagdo GLUT,/ B-actina.

A Figura 16B apresenta a andlise semi-quantitativa do transportador de glicose presente em
coragdes normoxicos. A analise em coragdes submetidos a isquemia e reperfusao ¢ mostrada na Figura
16C. O tratamento com AO nao alterou a quantidade da proteina no miocardio dos animais em estudo,

em ambas as condigdes — normoxia e pos-isquemia e reperfusao.
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Figura 16. A: imunoblotes para GLUT, e B-actina. B: andlise semi-quantitativa da massa de
proteina GLUT4, medida em coragdo normodxico dos grupos C e AO. C: analise semi-quantitativa da
massa de proteina GLUT,, medida em coragdao submetido a isquemia parcial e reperfusao, dos grupos

C e AO. Os dados representam média * erro padrao da média de 3 animais.
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4.6 Conteudo cardiaco de Glicose 6-P e Frutose 6-P

A determinagdo das concentragdes dos intermedidrios glicoliticos G 6-P e F 6-P nos permite
estimar a condigdo metabodlica do tecido alvo. No presente estudo, os coragdes dos animais que
receberam a dieta contendo AO apresentaram, quando comparados ao grupo controle, elevadas
concentracdes desses metabolitos, tanto na situagdo normoxica (Figura 17A), quanto apds a isquemia e
reperfusdo (Figura 17B) (aumento de 260% e 21% na pré-isquemia para G 6-P e¢ F 6-P,
respectivamente, e de 374% e 67% ap0s isquemia e reperfusdo para G 6-P e F 6-P, respectivamente).

A redug¢do do suprimento cardiaco de nutrientes, caracteristica da oclusdo coronariana, refletiu
na queda significante da concentracao dos intermediarios glicoliticos, em ambos os grupos analisados
(redugao de 94% e 83% no grupo controle, para G 6-P e F 6-P, respectivamente, e de 92% e 91% no
grupo AO, para G 6-P e F 6-P, respectivamente). Essa queda também pode ser atribuida ao maior
gasto imposto pela intensificagdo do fluxo glicolitico como principal fonte de energia durante essa

fase.
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Figura 17. Concentracdes dos intermediarios glicoliticos, glicose 6-P (G 6-P) e frutose 6-P (F
6-P), presentes no tecido cardiaco dos grupos C e AO. A: concentragdes de G 6-P e F 6-P em coracao
normoéxico (n= 7 animais). B: concentragdes de G 6-P e F 6-P em coracdo submetido a isquemia

parcial e reperfusdo (n = 7-12 animais). Os dados representam média * erro padrao da média.

*p<0,05vsC; #p<0,05vs C; & p<0,05 vs AO.
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4.7 Producao cardiaca de lactato

Os dados de lactato (Figura 18) presente em perfusato cardiaco, conjuntamente com a analise
dos intermediarios glicoliticos, apontam um fluxo glicolitico estimulado nos ratos tratados com AO. O
grupo AO apresentou maior concentracdo de lactato em relacdo ao grupo C, em todas as fases de
perfusdo cardiaca (aumento de 155% na pré-isquemia, 47% durante a isquemia e 149% na reperfusao).
Conforme esperado, a isquemia miocardica induziu aumento na produgdo de lactato, pelo estimulo

glicolitico, em ambos os grupos — de 267% no grupo C e de 112% no grupo AO.
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Figura 18. Concentragdes de lactato determinadas em perfusatos de cora¢des normodxicos (n =
5-6 animais) e submetidos a isquemia parcial (n = 5 animais) e reperfusdo (n = 5-6 animais), nos

grupos C e AO. Os dados representam média * erro padrao da média.

* p<0,05vs. C; #p <0,05 vs. basal; & p < 0,05 vs. basal; + p < 0,05 vs. isquemia.
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4.8 Conteudo de glicogénio cardiaco

Ao proceder a analise do conteudo de glicogénio no miocéardio, notou-se um maior acumulo
desse metabolito no grupo AO em relacdo ao controle, tanto em condi¢cao normal (Fig. 19A), quanto
apos isquemia e reperfusdo (Fig. 19B). Em termos percentuais, observou-se um aumento de 123% na
pré-isquemia e de 63% aos 15 min. de reperfusdo.

Quanto a evolucdo dos estoques cardiacos de glicogénio apds introdugdo do processo
isquémico, podemos notar que apenas o grupo AO apresentou uma queda significante desse

parametro, com uma reducdo percentual de 45%.
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Figura 19. Contetido de glicogénio por 100mg de tecido cardiaco, dos grupos C e AO.
A: contetdo de glicogénio em coragdo normodxico (n= 7 animais). B: contetido de glicogénio

em coracdo submetido a isquemia parcial e reperfusdo (n = 5 animais). Os dados representam média +

erro padrdo da média. * p < 0,05 vs C; # p < 0,05 vs AO.
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4.9 Captacao e incorporacio de substratos energéticos

Considerando que os AG e a glicose constituem as duas principais fontes de energia para o
coracdo e que as lipoproteinas circulantes respondem pela maior parte do suprimento de AG para esse
6rgao (AN et al., 2005, AUGUSTUS et al, 2003; NIU et al, 2004; PULINILKUNNIL et al., 2003;
TEUSINK et al., 2003), a utilizagdo de substratos energéticos pelo miocardio foi avaliada com duas
solugdes nutridoras diferentes:

- uma contendo somente lipoproteina, composta de *H-trioleina, como fonte de energia e outra

contendo uma mistura de lipoproteina, composta de *H-trioleina, e [U-'*C] glicose.

4.9.1 Inter-relacio entre a captacio e a incorporacio de acidos graxos e glicose

O uso do AO na dieta aumentou a captacao e a incorporagdo cardiacas de AG, em relacao a
dieta controle, em ambas as condi¢des experimentais — na perfusdo com “H-trioleina como Gnico
substrato (aumentos de 86% para captacdo e incorporagdo [Figuras 20A e 20B, respectivamente]) e
com *H-trioleina e [U-"*C] glicose conjuntamente (aumento de 117% para captagio [Figura 21A] e de
25% para incorporagado [Figura 21B]).

Pdde-se observar, conforme o esperado, que a introdug¢do de glicose no meio de perfusdao
diminuiu a captagdo cardiaca de AG nos animais AO (queda de 37%), bem como a incorporagao de
AG em ambos os grupos (queda de 92% e de 95% para os grupos C e AO, respectivamente) (Tabela
5).

Nossos dados revelaram que o AO também induziu aumento na captacdo (elevacao de 290%) e

incorporagao de glicose (elevacao de 46%), quando comparado ao grupo C (Figura 22).
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Tabela 5. Utilizagdo cardiaca de AG em modelos de perfusdo contendo solugdes com

diferentes composigdes de substratos:

H- trioleina *H-trioleina e [U-“C] glicose
Captacao Incorporacao Captacao Incorporacio
(nmoles/min.) (nmoles/g tecido/min.) (nmoles/min.) (nmoles/g tecido/min.)
C 1.023,0 £273,3 176,7+ 17,2 548,1 + 144.8 13,93+ 0,7 #
(n=7) (n=7) (n=17) (n=9)
AO 1.898,0 £207,8 328,7 + 38,8 1.189,0 £223.6 * 17,38 £0,5 &
(n=06) (n=06) (n=218) (n=28)

Os dados representam média + erro padrdo da média. “n” representa o nimero de animais. * p

< 0,05 AO, na captagdo; # p < 0,05 C, na incorporagdo; & p < 0,05 AO, na incorporagao.
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Figura 20. Utilizagio cardiaca de acidos graxos de *H-trioleina fornecida como tnico substrato
energético, pelos grupos C e AO. A: captacdo de AG presentes em solu¢do de perfusdo (n= 5-6

animais). B: incorporacao tecidual de AG (n= 6-7 animais). Os dados representam média + erro padrao

da média. ¥ p<0,05vsC.
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Figura 21. Utilizagdo cardiaca de 4cidos graxos de *H-trioleina pelos grupos C e AO,

perfundidos com uma mistura de *H-trioleina e [U-'*C] glicose. A: captacdo de AG presentes em

solugdo de perfusdo (n= 7-8 animais). B: incorporagdo tecidual de AG (n= 8-9 animais). Os dados

representam média + erro padrio da média. * p <0,05 vs C.
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Figura 22. Utilizagdo cardiaca de [U-"*C] glicose pelos grupos C e AO, perfundidos com uma

mistura de *H-trioleina e [U-"*C] glicose. A: captacio de glicose presente em solugio de perfusio (n=

7-10 animais). B: incorporacao tecidual de glicose (n= 7-9 animais). Os dados representam média +

erro padrio da média. ¥ p<0,05 vs C.

48




Resultados

4.10 Rendimento energético tecidual

Em relagdo ao rendimento energético tecidual, pode-se observar que o tratamento com AO

provocou aumento no conteido miocardico de ATP, quando comparado ao grupo controle (aumento

de 261% nos coragdes normoxicos [Figura 23A] e de 227% nos coragdes submetidos a isquemia de

baixo fluxo [Figura 23B]).

A reserva energética, como esperado, foi comprometida pelo processo isquémico em ambos 0s

grupos, apresentando um déficit percentual de 91% e 92% no contetido de ATP em relacdo a condigdo

basal, para os grupos C e AO, respectivamente.
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Figura 23. Concentragdo de ATP no tecido cardiaco dos grupos C e AO. A: concentragdo de

ATP em coragdo normoxico (n= 7 animais). B: concentracdo de ATP em coracdo submetido a

isquemia parcial e reperfusdo (n = 7-12 animais). Os dados representam média + erro padrao da média.

*p<0,05vsC;#p<0,05VsC;&p<0,05VSAO.
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4.11 Funcao cardiaca

Ao analisarmos os indices de contratilidade em cora¢des normoxicos, bem como durante o
periodo isquémico, notamos que a freqliéncia cardiaca (Figura 24), a tensao diastdlica (Figura 26) e a
+ dT/dt (Figura 27) apresentaram valores similares nos grupo estudados (C e AO). Em relagdo aos
dados de tensdo sistolica ventricular e — dT/dt, no entanto, foram observadas elevagdoes desses
parametros nos ratos tratados com a dieta AO, quando comparados aos controles (22% e 25% para
tensao sistolica, nas fases normoxica [Figura 25A] e isquémica [Figura 25B], respectivamente; 37% e
46% para — dT/dt, nas fases normoxica [Figura 28A] e isquémica [Figura 28B], respectivamente).

A isquemia foi confirmada pela queda imediata do fluxo coronariano, o qual se manteve
semelhante nos grupos analisados durante todo o periodo de perfusdo cardiaca. Com a oclusdo
coronariana, observou-se um decréscimo na funcdo cardiaca em ambos os grupos.

O protocolo experimental utilizado ndo permitiu a avalia¢gdo da funcdo cardiaca durante a
reperfusdo, visto que os coragdes apresentaram arritmias de reperfusdo devido ao uso de elevada
concentracdo de albumina na solugdo nutridora. A albumina pode comprometer a recuperagao
funcional do coragdo em virtude do extravasamento para o espago intersticial, como resultado da
aumentada permeabilidade celular endotelial apds a isquemia, ou, ainda, devido um encolhimento

celular pré-isquémico em resposta a elevacao da pressao oncotica (KING et al, 2001).
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Figura 24. Freqiiéncia cardiaca dos grupos C e AO. A: freqiiéncia cardiaca em coragdo
normoxico (n = 20-22 animais). B: freqiiéncia cardiaca em cora¢do submetido a isquemia parcial (n =

13-14 animais). Os dados representam média * erro padrao da média.
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Figura 25. Tensao sistolica ventricular dos grupos C e AO. A: tensdo sistdlica em coragdo

normoxico (n = 20-22 animais). B: tensdo sistdlica em coragdo submetido a isquemia parcial (n = 9-14

animais). Os dados representam média + erro padrdo da média. * p < 0,05 vs C.
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Figura 26. Tensdo diastolica ventricular dos grupos C e AO. A: tensdo diastolica em coragao

normoxico (n = 19-23 animais). B: tensdo diastolica em coracao submetido a isquemia parcial (n = 11-

15 animais). C: tensdo diastélica em coragdo submetido a reperfusdo (n = 11-15 animais). Os dados

representam média + erro padrao da média.
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Figura 27. + dT/dt ventricular dos grupos C e AO. A: + dT/dt em coragdo normoéxico (n = 18-
22 animais). B: + dT/dt em cora¢do submetido a isquemia parcial (n = 12-16 animais). Os dados

representam média + erro padrao da média.
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Figura 28. - dT/dt ventricular dos grupos C e AO. A: - dT/dt em coracdo normoéxico (n = 16-18

animais). B: - dT/dt em coragdo submetido a isquemia parcial (n = 10-11 animais). Os dados

representam média + erro padrido da média. * p < 0,05 vs C.
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Figura 29. Fluxo coronariano dos animais C e AO. A: fluxo coronariano em coragao
normoxico (n = 15-16 animais). B: fluxo coronariano em coragdao submetido a isquemia parcial (n = 9-
10 animais). C: fluxo coronariano em coracdo submetido a reperfusdo (n = 9-10 animais). Os dados

representam média + erro padrao da média.
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5.0 DISCUSSAO

O coracdo ¢ considerado um 6rgao omnivoro, ou seja, funciona mais eficientemente quando
oxida diferentes substratos simultaneamente (DEPRE, 1999; GOLFMAN, 2005). Considerando que a
performance funcional desse 6rgdo esta intimamente relacionada a sua capacidade metabolica, o nosso
estudo investigou o efeito do 4cido ordtico sobre as vias de suprimento de energia, em condi¢des de
fluxo normal e isquemia.

A ingestdo de dieta contendo AO reduziu as concentragdes séricas pos-absortivas de TG e
colesterol. Essa diminui¢do parece ser conseqiiente, pelo menos em parte, a reducdo da secregdo
hepatica de VLDL nesses animais. Varios estudos na literatura mostram que ratos desenvolvem
esteatose hepatica quando tratados com AO, e um dos mecanismos envolvidos nesse acimulo lipidico
¢ a baixa sintese e/ou transporte das VLDL do figado para o sangue (STANDERFER, 1955;
WINDMUELLER, 1964; WINDMUELLER & SPAETH, 1966; LAWRENCE et al, 1971;
HAMILTON et al, 1986; HAY et al, 1988; HEBBACHI et al, 1997). A sintese de VLDL é um
processo complexo que ocorre no aparelho secretor do hepatocito e envolve a transferéncia de TG para
a apolipoproteina B (Apo B), processo este que requer uma proteina de transferéncia de TG
microssomal. A inibicdo da sintese de VLDL pelo acido ordtico parece ser conseqiiente a falha na
conjugacao das particulas de Apo B com as moléculas de TG e ndo a deficiéncia de precursores
(HEBBACHI et al, 1997). Trabalhos mais recentes demonstraram que a administracdo de AO causa
aumento na sintese de TG pelo figado (CHA et al, 1998), além de alteracdo mitocondrial, a qual se
reflete na menor oxidagao de AG (PICARD, 2002). FERREIRA (2007) atribuiu a diminui¢do na
oxidacdo de AG a redugdo da expressdo hepatica do PPAR,, e de sua enzima alvo ACO, envolvida na
B-oxidacdo peroxissomal de AG. Além do exposto acima, trabalho desenvolvido por FERREIRA

(2007) mostrou que o tratamento com AO aumentou a atividade da enzima LPL do tecido adiposo
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epididimal e resultado semelhante foi observado na atividade da LPL cardiaca no presente estudo.
Esse fato pode estar contribuindo para o clearence sérico de lipidios, induzido pela ingestao de AO. Os
estudos de LEVAK-FRANK et al (1999) mostram que a expressdo dessa enzima apenas no coracao ¢
suficiente para manter normalizados os niveis de TG no plasma.

Além dos 4cidos graxos, a concentragdo de glicerol no soro também ¢ considerada um indice
lipolitico (BOTION & GREEN, 1999; ZIMMERMANN et al, 2004). Os resultados do presente estudo
mostraram um aumento da concentragdo sérica de acidos graxos no grupo AO; no entanto, a
concentracao de glicerol ndo foi diferente entre os grupos estudados. Considerando que a atividade
lipolitica do tecido adiposo ¢ semelhante (FERREIRA, 2004), pode-se inferir que a elevada
concentracao sérica de AGL € consequente a uma menor captagdao hepatica de AGL pelo grupo AO,
como um mecanismo compensatorio da reduzida taxa de oxidagdo deste metabolito no figado,
propiciando, assim, o acimulo de AGL no soro.

A enzima LPL ¢ um determinante importante da distribui¢do de lipidios entre os tecidos
(PREISS LANDL et al, 2002) e a atividade dessa enzima pode ser modulada tanto pelo estado
nutricional, como pela composi¢ao da dieta (PEDERSEN et al, 1981; DESHAIES et al, 1988). Nao foi
observada diferenga na atividade da enzima LPL presente no plasma dos animais em estudo. A LPL
plasmaética, no entanto, ocorre como conseqiiéncia do deslocamento da enzima de todos os tecidos
secretores (BALLART et al, 2003). Assim, o resultado ndo deve retratar exclusivamente a LPL
cardiaca liberada. TAVANGAR et al (1992) postularam que a atividade da enzima LPL funcional
apresenta maior susceptibilidade a alteracdes fisioldgicas e patologicas. No presente estudo, os animais
AO revelaram aumento da atividade da LPL, tanto funcional, quanto total, comparada aos controles.
Pdde-se notar, ainda, que a maior atividade da LPL funcional foi mantida apds a instalacdo do
processo isquémico. Conforme relatado anteriormente, o musculo cardiaco ¢ o tecido que,

proporcionalmente, apresenta maior expressao da enzima LPL, de forma que somente a atividade da
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fragdo cardiaca da enzima ¢ capaz de normalizar os niveis lipidémicos. Sendo assim, a hidrélise de TG
contidos em lipoproteinas circulantes tem sido sugerida como a principal fonte de AG para a utilizacao
cardiaca (PEDERSEN et al, 1981; LEVAK-FRANK et al, 1999; AUGUSTUS et al, 2003;
PULINILKUNNIL, 2004). Diante do exposto, considera-se que a elevada atividade da LPL
miocardica, induzida pelo AO, possa estar contribuindo significativamente para o suprimento de
energia nesses animais. Esse fato ¢ particularmente importante na condi¢do isquémica, quando a
recuperagdo da funcdo cardiaca encontra-se inteiramente na dependéncia do nivel de energia
produzido. Convém lembrar que a oclusdo parcial da coronaria, modelo utilizado nessa pesquisa,
permite, ainda, uma utilizagado lipidica residual durante o processo isquémico (KING et al, 2001).
Corroborando com a hipdtese acima de uma maior utilizagdo de AG por coragdes isolados de
ratos suplementados com AQO, a andlise das expressoes dos genes do receptor nuclear PPAR, e das
enzimas CPT-1 e ACO revelaram aumento induzido por esse tratamento, em ambas as condigdes,
basal e pds-isquemia e reperfusdo. Dentre os varios efeitos da ativagdo do PPARa, incluem o aumento
da biogénese mitocondrial e da oxidagdo de acidos graxos (BARGER & KELLY, 2000), limitando,
conseqiientemente, a oferta para a producdo hepatica de TG e VLDL (STAELS et al, 1998;
CARROLL & SEVERSON, 2001; STAVINOHA, 2004). O PPARa ¢ altamente expresso no coragao e
¢ relatado na literatura que a atividade desse receptor nuclear ¢ um importante determinante da
homeostase lipidica e da producao de ATP nos cardiomidcitos, via regulacdo da transcri¢ao de varias
proteinas ligadas ao transporte e metabolismo de AG (CARROLL & SEVERSON, 2001,
GOIKOETXEA et al, 2004; STAVINOHA, 2004). O aumento da atividade do PPARa no tecido
cardiaco foi evidenciado pela maior expressdo das enzimas oxidativas, CPT-1 e ACO. Esses dados
corroboram outros estudos, segundo os quais a ativagdo do PPARa estimula a expressao das enzimas

CPT -1 e 2 no musculo, coracao e figado (AOYAMA, 1998; BRANDT, 1998; LOUET , 2001) e de
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varias enzimas da [-oxidacdo peroxissomal, como a ACO, em roedores (STAELS et al, 1998;
LAWRENCE et al, 2001). Sendo assim, os resultados da atividade da LPL e das expressdes dos genes
do PPARa, CPT-1 e ACO indicam um aumento da captacgao e oxidacao cardiaca de AG, favorecendo,
dessa forma, a energética tecidual. NIU et al (2004) mostraram em seus estudos em coracdes
perfundidos que o aumento da captag¢do e da oxidacdo de TG provenientes de quilomicra melhorou a
fungao cardiaca.

BOCHER et al (2002) relataram que o uso de fenofibrato, agonista do PPARa, induz a
expressao da LPL em tecidos com altas taxas de oxidagdo de AG como figado, musculo e coracdo. Por
outro lado, o estudo de CARROLL & SEVERSON (2001) indica que a LPL cardiaca ndo ¢ um alvo
direto para o PPARa ¢ que a agdo desse receptor ocorre por via pos-transcricdo e pds-traducao,
resultando em inibicao da atividade da enzima. Diante do exposto, questiona-se no presente estudo a
importancia do PPARa na hidrélise das lipoproteinas ricas em TG e, consequentemente, na oferta de
AG para o miocardio e na redugdo da lipemia nos animais AO, visto que foram observados aumentos
concomitantes da expressao do receptor e da atividade da enzima.

Os dados de captagdo e incorporagao de AG pelo miocardio confirmam os passos metabolicos
discutidos anteriormente. A suplementagdo com AO aumentou a captacdo e a incorporacdo de AG,
tanto nos coragdes perfundidos somente com trioleina, quanto naqueles perfundidos
concomitantemente com trioleina e glicose. De qualquer forma, de acordo com a literatura
(ENRIQUEZ, 2002; DYCK et al, 2004), a introducdo de glicose no tampao de perfusdo reduziu a
utilizagdo cardiaca de AG.

Alguns estudos atribuiram o aumento da concentragdo plasmatica de AGL como causa do
comprometimento funcional cardiaco, particularmente na condicdo isquémica. O nivel elevado de

AGL culminaria em acimulo tecidual deste metabolito com alteragdo da estrutura de membrana e
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geracdo de espécies reativas de oxigénio, além da inibi¢do da oxidacao de glicose. Foi admitido, mais
tarde, o envolvimento do fator de transcrigdo PPARa nesse processo, induzindo a utilizagdo excessiva
de AG e, consequentemente, a diminuicdo da utilizacdo de glicose, pela queda da massa de
transportador GLUT; (SAMBANDAM et al, 2000; OLIVER, 2002; SAMBANDAM &
LOPASCHUK, 2003; GOLFMAN et al., 2005; SAMBANDAM et al, 2006; PANAGAIA et al, 2005).
No entanto, muitos desses trabalhos levaram em conta estados patologicos cronicos, como o diabetes,
ou, ainda, modelos experimentais distintos do aplicado em nosso estudo como, por exemplo, a
imposicao da isquemia total. No trabalho em questdo, as maiores concentracdo de AGL e expressao do
PPARa nos animais AO nao foram acompanhadas de redugdo da utilizagao de glicose em relagao aos
controles, fato que repercutiu em melhor performance cardiaca, conforme discutido posteriormente.
KING et al (2001) mostraram que a presenga de AG no tampdo de perfusdo protegeu inclusive
coragdes diabéticos durante a isquemia de baixo fluxo. Admite-se que a utilizagdo de AG nesse
periodo, além de permitir maior producao de ATP, equilibra a produgao de protons pela via glicolitica,
contribuindo, dessa forma para manuten¢ao da homeostase i6nica.

Em relagdo a utilizagdo cardiaca de glicose, os resultados obtidos ndo revelaram diferenca na
massa do transportador de glicose GLUT,4 entre os grupos analisados, tanto na condi¢do aerdbica
normal, quanto ap6s a isquemia e reperfusdo. Ainda assim, o AO aumentou o contetido miocardico
dos intermediarios glicoliticos G 6-P e F 6-P, bem como a produgao de lactato, em todas as condi¢des
de perfusdo analisadas, sugerindo um estimulo da via glicolitica. Os dados acima indicam que nos
coracdes dos animais AO ocorre uma maior produgdo de energia proveniente de glicose, condi¢ao
particularmente importante no processo isquémico. O trabalho de TIAN & ABEL (2001) aponta a
importancia da glicolise para o funcionamento cardiaco e mostra que coragdes de camundongos com
delegdo do transportador GLUT, apresentam disfungdes sistolicas e diastolicas irreversiveis, com

acelerada depleciio de ATP durante a isquemia de baixo fluxo. E importante ressaltar que no modelo
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de isquemia utilizado, os produtos metabolicos da glicose ndo representam risco em potencial para a
integridade funcional da célula cardiaca. O fluxo coronariano residual ainda permite a extrusao de
protons, impedindo a excessiva acidificacdo intracelular (DEPRE et al., 1999). Os resultados de
utilizacdo de glicose obtidos pela perfusdo dos coragdes com uma mistura de glicose, insulina e
trioleina confirmam os dados acima, mostrando um aumento da captacdo de glicose e conseqiiente
elevagcdo da incorporagdo deste metabodlito. Acredita-se aqui que o elevado suprimento de glicose,
induzido pelo AO, seja conseqiiéncia de uma maior translocacdo dos transportadores GLUT, para a
membrana plasmatica. Segundo KING & OPIE (1998), os passos iniciais da glicolise sdo os mais
importantes no controle dessa via, destacando-se a capacidade da membrana em transportar a glicose,
a qual ¢ determinada pelo numero de transportadores presentes. Conforme relatado na
INTRODUCAO, o metabolismo hepatico do AO pode estimular a captagdo cardiaca de glicose, via
formagdo de uridina (KYPSON et al, 1978; AUSSEDAT, 1983). Sugere-se no presente modelo uma
ativagdo isolada da via glicolitica induzida pelo AO, evidenciada pela maior formagao de lactato ainda
na condi¢do basal, com vistas a alimentar a produ¢ao de ATP destinado a manuteng@o da homeostase
i0nica, conforme teoria da “compartimentalizagdo energética” discutida posteriormente. Sabe-se que o
PPARa, estimulado pelo AO no presente estudo, codifica a expressdo da piruvato desidrogenase
quinase, enzima que inibe o metabolismo oxidativo da glicose (WU et al, 1999) e, conforme relatado
na INTRODUCAO, na presenca de elevada utilizagdo de AG, a captagio de glicose e a via glicolitica
sdo afetadas em propor¢ao muito menor que a oxida¢ao mitocondrial desse metabodlito (DEPRE, 1999;
SAMBANDAM & LOPASCHUK, 2003).

Considerando o acimulo miocardico de prétons como causa aprecidvel da injuria isquémica,
embora a producdo de lactato seja um marcador indireto da condigdo metabdlica da célula, sua
producdo retarda a acidose induzida pela via glicolitica. A hidrolise de ATP acoplada a glicolise, pelas

reagOes catalisadas pelas enzimas hexoquinase ¢ fosfofrutoquinase-1, é a principal fonte de producao
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de ions H". A oxidagao do gliceraldeido 3-P, pela gliceraldeido 3-P desidrogenase, também contribui
com a acidificagdo do meio, via producdo de NADH + H'. O lactato, ao contrario, retarda o
desenvolvimento de acidose metabolica, além de contribuir na remo¢ao de protons da célula. Na
reacdo de redugdo do piruvato a lactato, um prdoton € consumido e, ainda, essa reagdo catalisada pela
enzima lactato desidrogenase mantém o potencial redox (NAD'/NADH) citosélico, necessario para
manutengdo do fluxo glicolitico e geracao de ATP. O lactato € removido da célula via transportador de
monocarboxilado, que também contribui para o efluxo celular de protons (ROBERGS t al., 2004).
Sendo assim, esses mecanismos celulares contribuem para o restabelecimento da homeostase idnica e
da integridade funcional do coragdo.

Ao comparar a concentragdo dos metabdlitos da glicose nas diferentes condigdes de perfusdao
cardiaca, observou-se uma redugdo da G 6-P e da F 6-P conseqiiente ao processo de isquemia e
reperfusdo, nos dois grupos analisados. Notou-se, ainda, que a isquemia induziu aumento da produgao
de lactato em ambos os grupos, sendo que o grupo C reduziu significativamente essa producdo com a
reperfusdo dos coracgdes. Esses dados evidenciam a ativagdo da via glicolitica na fase isquémica, como
alternativa para producdo de energia para o miocardio, conforme reportado previamente por outros
autores (DEPRE, 1999; KING & OPIE, 1998; SAMBANDAM & LOPASCHUK, 2003). O estudo
realizado por KING & OPIE (1998) contraria, em parte, os resultados obtidos nesse estudo, ao mostrar
que as concentragdes cardiacas dos intermediarios glicoliticos foram mantidas durante todo o periodo
de isquemia imposta. No entanto, os trabalhos de SAMAJA et al (1998 e 1999) explicam esse fato pela
conjugagdo do bindmio “perfusdo-contracdo”. Nesses modelos de fluxo constante, o contetdo
energético ¢ mantido durante a isquemia por uma restricdo bem mais drastica do fluxo coronariano que
a imposta em nosso estudo; a isquemia mais severa leva a diminuigdo mais acentuada da contratilidade
cardiaca nesse periodo e, com isso, a um menor gasto metabolico. O fluxo residual diminuido ainda

implica em menor perda de substratos difusiveis de ATP.

63



Discussao

Vale salientar a importancia da reserva tecidual de glicose durante a isquemia, momento em
que o restrito suprimento de nutrientes e a elevada demanda energética se tornam criticos para a
posterior recuperagao funcional do tecido.

A contribuigdo do glicogénio para a via glicolitica na condicdo isquémica ¢ apreciavel
(SAMAJA et al, 1998), e os dados aqui apresentados apontam um aumento do conteido miocardico de
glicogénio nos animais AO, em ambas as condi¢des basal e poOs-isquemia e reperfusdo. Esses
resultados corroboram com os estudos de CROSS et al. (1996) e FERDINANDY et al. (1998), que
mostram que o tratamento com AO aumentou o conteudo de glicogénio em cora¢des normoxicos €
isquémicos, com significante melhora da fun¢do miocardica pos-isquémica. Sabe-se que a quebra do
glicogénio ¢ rapidamente estimulada durante aumento subito de trabalho cardiaco (DEPRE et al.,
1999). Esse fato pdde ser observado no presente estudo, onde o estoque de glicogénio nos coragdes
AO apresentou redugdo subseqiiente ao processo isquémico, sugerindo a utilizacao deste metabolito na
geracdo de energia. Estudo de DEPRE (1995) mostrou que, em coracdo perfundido isoladamente e
submetido a isquemia de baixo fluxo, a glicogendlise cardiaca providenciou nos primeiros 15 min.
cerca de 60umoles de glicose/g de peso contra 35umoles de glicose/g de peso, provenientes da
captacdo extracelular. Vale ressaltar, que para a produgdo glicolitica de duas moléculas de piruvato,
quando o glicogénio ¢ a fonte de glicose 6-P, ocorre gasto de uma molécula de ATP e liberagao liquida
de apenas um ion H", ao contrario da glicose, a qual produz dois prétons e com menor rendimento
energético (ROBERGS t al.,, 2004). Além disso, segundo COLLINS-NAKAI et al (1994) e
GOODWIN et al (1998), a glicose proveniente do glicogénio cardiaco ¢é preferencialmente oxidada ao
invés de ser convertida a lactato, o que implica em menor liberagdo de protons quanto maior a energia
produzida via glicogendlise. ROSSI & OLIVARES (1998) propdem uma relagdo direta entre o

metabolismo de nucleotideos pirimidinas e glicogénio miocardiais. Esses autores postulam que, ao
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considerar o papel essencial dos nucleotideos pirimidinas na sintese de macromoléculas, altera¢des no
metabolismo desses nucleotideos refletem em profundas conseqiiéncias na viabilidade e funcao
cardiacas.

Considerando a homeostase glicémica primordial para a sobrevivéncia, a glicose € o substrato
energético mais confidvel para a producao cardiaca de energia. A glicose se torna o principal substrato
para o metabolismo oxidativo do coragao, quando os niveis de AG estdo baixos ou quando a glicose e
insulina estdo altas. A captacdo de glicose pelo coragcdo nunca ¢ completamente inibida, mesmo
quando perfundido com AG. A importancia da via anaplerdtica pode explicar esse fato, visto que a
glicose e o lactato, pela producdo de acetil-CoA e oxaloacetato, permitem a realimentacdo de
intermedidrios do ciclo de Krebs com fixagdo de CO2 , e assim impedindo o seqiiestro de acetil-CoA
durante uma oxidagdo prolongada de AG (DEPRE et al., 1999).

Alguns autores evidenciaram a teoria da “compartimentalizacdo intracelular da producao
cardiaca de energia” para explicar que o ATP derivado da fosforilacdo oxidativa e da glicolise pode
subsidiar diferentes processos celulares isoladamente. Por esse conceito, o ATP derivado
aerobicamente ¢ utilizado preferencialmente para sustentar a contratilidade cardiaca e a via glicolitica
¢ requerida para a manutencdo da homeostase idnica. Varios estudos demonstraram a habilidade do
metabolismo glicolitico para manter normais os niveis de Na" intracelular € a atividade da bomba Na-
K ATPase durante a isquemia de baixo fluxo, bem como para preservar a fungdo miocardial durante a
reperfusdo (CROSS et al, 1995; DIZON et al., 1998; GLITSCH & TAPPE, 1993; PAUL, 1983;
SATOH et al, 1995; WEISS & HILTBRAND, 1985). KOCKSKAMPER et al (2005) mostraram que a
via glicolitica ¢ requerida para manter a homeostase de Ca*" intracelular, processo que envolve a
modulagdo da bomba Ca-ATPase e dos receptores de rianodina. Esses autores confirmaram a hipotese

de que a homeostase i0nica esta sujeita a modulacdo tanto do ATP derivado glicoliticamente, quanto
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dos metabolitos da via. O canal de K* sensivel ao ATP também foi demonstrado ser dependente de
energia gerada pela via glicolitica (WEISS & LAMP, 1989). Em uma visdo mais ampla da teoria da
“compatimentalizagdo metabdlica cardiaca”, a organizacdo modular dos processos de produgdo,
consumo ¢ distribui¢ao de energia obedece a distribui¢ao espacial dos sistemas enzimaticos dentro do
cardiomiocito. Como as mitocondrias encontram-se dispersas entre os miofilamentos, o ATP derivado
mitocondrialmente ¢ utilizado preferencialmente para suportar a atividade contratil; as enzimas
glicoliticas, ligadas ao sarcolema, estdo associadas com os canais e transportadores de ions da
membrana; as enzimas envolvidas na glicogeno6lise permitem o adequado funcionamento da bomba de
Ca-ATPase sarcoplasmatica e, por fim, os sistemas creatina quinase e adenilato quinase, responsaveis
pela regeneragdo de ATP, asseguram a distribuicdo e sinalizacdo energética entre os moddulos
metabolicos (WEISS et al., 2006). Estes estudos suportam a nogdo que a glicolise, apesar da menor
producdo de ATP comparada com a fosforilagdo oxidativa, desempenha papel fundamental na
fisiopatologia miocardial, atuando como importante moduladora do acoplamento excitagdo-contracao.

No presente trabalho, observou-se que os ratos suplementados com AQO apresentaram maior
contetido miocardico de ATP ainda na pré-isquemia e esse quadro foi mantido ap6s a oclusdo parcial
da corondria. A reserva energética do coragdo pode ditar a duragdo de sua resisténcia ao episodio de
isquemia e reperfusdo subseqiiente. Iniciando a isquemia ja com baixos niveis de ATP, reduz-se o
tempo para que o estoque de energia atinja um nivel critico, abaixo do qual os prejuizos celulares se
tornam irreversiveis (JENNINGS & STEENBERGEN, 1985; SAMAIJA et al., 1998 ¢ 1999). A maior
disponibilidade de ATP pode minimizar a sobrecarga idnica intracelular pos-isquemia e reperfusao e,
assim, retardar o comprometimento celular e funcional. A perda de substancias difusiveis ¢ outro
aspecto crucial na determinagdo da recuperagdo cardiaca pos-isquémica. No coracdo aerdbico, a

desfosforilagdo do ATP ¢ acoplada a fosforilagio do ADP, de forma que a difusdo passiva de
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catabolitos de ATP no miocardio é desprezivel e facilmente compensada pela recuperagédo e sintese de
novo de ATP. No entanto, quando o suprimento de energia ¢ relativamente menor que a demanda,
como na condic¢ao isquémica, a hidrolise de ATP supera a sua sintese e, assim, ocorre perda de seus
metabolitos - inosina, hipoxantina, xantina e uratos. Conforme relatado anteriormente, uma forma
adaptativa de se minimizar essa perda ¢ a adequagdo cardiaca do bindmio perfusdo-contragdo, onde a
reducdo do trabalho contratil com consequente conservacdo de ATP, nucleotideos adenina totais,
purinas e fosfocreatina, aproxima o suprimento energético do gasto imposto. Essa adaptacao, porém, ¢é
alcancada mais facilmente quando o tecido miocardico ¢ submetido a pequenos episoddios recorrentes
de isquemia, isto €, quando ¢ realizado o precondicionamento cardiaco (DEPRE, 1999; GABEL et al,
1997; SAMAIJA et al, 1998 e 1999; VOGT et al, 2002). O fluxo coronariano residual durante o
processo isquémico, segundo alguns pesquisadores, também pode delinear a extensdo da perda de
catabolitos difusiveis pelo sistema contratil do miocardio (SAMAIJA et al., 1998 ¢ 1999). Assim, a
sobrecarga energética aliada ao fluxo coronariano elevado prejudica a recuperagdo da performance
cardiaca apds a reperfusdo, pela inabilidade de preservacao do pool de ATP. No presente estudo ndo
foi observada nenhuma modificagao do fluxo coronariano pela administragao do AO.

Conforme relatado na introducdo, a enzima AMPK ¢ capaz de modular varios passos
metabolicos geradores de energia. Como a suplementacdo dietética com AO induziu modificagdes
metabolicas semelhantes as observadas pela ativagdo dessa enzima, questiona-se aqui um possivel
envolvimento da AMPK na otimizacdo energética provocada pelo AO, especialmente na condicao
isquémica.

Os indices de contratilidade cardiaca sdo importantes indicadores da integridade funcional
nesse orgao. No trabalho em questdo, pudemos observar que os animais que consumiram dieta
suplementada com AO apresentaram maiores forga sistolica ventricular e — dT/dt, nas condi¢des

normoxicas ¢ isquémicas, implicando em melhor contratilidade e recuperagdo do relaxamento
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ventricular. Esses dados indicam que o AO induziu um efeito inotropico positivo nesses animais, fato
que se deve, a0 menos em parte, ao maior rendimento energético alcancado. Isso nos permite sugerir
que as modificagdes metabdlicas induzidas pelo acido ordtico repercutem em alteragdes apreciaveis na
funcdo contratil do miocardio. Acredita-se que a otimizagdo energética alcangada pela administragdao
dietética de AO possa contribuir para a recuperagao funcional do miocardio durante o processo de
reperfusdo, fato que ainda se traduz num desafio clinico atualmente.

Sumarizando, além do AO contribuir com o suprimento de ribose necessaria para sintese
cardiaca de ATP e estimular a captagao de glicose, via formacao de nucleotideos uridina, conforme
sugerido por alguns autores (AUSSEDAT, 1983; KYPSON et al, 1978; RICHARDS et al, 1997),
nossos dados permitem concluir que esse elemento melhora a performance cardiaca por interferir em
varios passos metabodlicos, aumentando a utilizagdo cardiaca de glicose e acidos graxos e, dessa

forma, o pool de ATP (Figura 30).
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Figura 30. Esquema das alteracdes metabolicas evidenciadas pelo tratamento com dacido

orotico:

* “aumento do suprimento de ribose e estimulo da captacdo cardiaca de glicose, pelo incremento
na sintese e secrecdo hepatica de uridina” (conforme AUSSEDAT, 1983; KYPSON et al, 1978;
RICHARDS et al, 1997);

*aumento da captagdo cardiaca de glicose, do fluxo glicolitico e da sintese e estoque de
glicogénio;

* aumento da atividade da enzima LPL cardiaca e da captagdo de AG; aumento da oxidagdo de
AG evidenciada pelo aumento da expressdao do fator de transcrigdio PPARa e das enzimas CPT-1 e

ACO.
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