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RESUMO

Apesar dos avancgos terapéuticos para o tratamento sintomatico, as doencgas
cardiovasculares permanecem um grande fardo sobre o sistema publico de saude.
Dentre as doencas cardiovasculares, a insuficiéncia cardiaca (IC) € a maior
responsavel pela morbidade e mortalidade da populagdo. Até o momento, existe
pouca informacao na literatura a respeito da dieta e seus macro nutrientes na IC.
Existe uma necessidade de desenvolvimento de dietas para pessoas que estdo em
risco de desenvolvimento da IC tdo como para individuos que apresentam doenga
coronariana, hipertensao, hipertrofia do ventriculo esquerdo e diabetes. Nesse
estudo mostramos, pela primeira vez, os efeitos da dieta controle e hiperprotéica (a
dieta controle continha 20% de energia de proteina (caseina + L-cysteina), 68 % da
energia de carboidratos (maltodextrina correspondia a 12% e 55% de milho) e 12 %
de energia de gordura (mistura de banha de porco, manteiga de cacau e dOleo de
soja). A dieta hiperprotéica foi modificada com um aumento de 10% de caseina e
uma diminuicdo na mesma proporgao de carboidrato), durante 14 e 22 semanas
sobre a mortalidade, fungdo cardiaca e fungdo mitocondrial em ambas as
subpopulag¢des mitocondriais (fragao interfibrilar e subsarcolemal) de ratos normais e
com insuficiéncia cardiaca. Os animais controle (SHAM) e Insuficientes (TAC) foram
divididos em 2 grupos (SHAM, SHAM Proteina, TAC e TAC Proteina) recebendo
dieta controle e hiperprotéica. Encontramos que a dieta hiperprotéica aumentou a
mortalidade de ratos com insuficiéncia cardiaca induzida pela sobrecarga de pressao
(33 % comparado ao grupo SHAM). Ao analisarmos a fungdo mitocondrial, vimos
que a dieta hiperprotéica foi capaz de reduzir a bioenergética (B-oxidagdo), aumentar
a captacao de calcio pela mitocondria e ao mesmo tempo aumentar a probabilidade
de abertura do poro mitocondrial induzida pelo peréxido de hidrogénio, efeito esse
visto somente apdés 14 semanas de dieta. Embora a fungdo mitocondrial estivesse
alterada apos 14 semanas, a dieta hiperprotéica nao foi capaz de alterar a fungéo
cardiaca analisada pelo ecocardiograma, tanto no grupo SHAM Proteina quanto no
grupo TAC Proteina quando comparada aos respectivos controles. Além disso,
observamos que a dieta hiperprotéica induziu perda de peso corporal no grupo TAC
Proteina apds 14 semanas, sem alterar os demais parédmetros ponderais nos grupos
restantes. Tal fato ndo ocorreu apds 22 semanas de dieta. Os animais TAC Proteina
de 22 semanas nao apresentaram perda de peso como o grupo de 14 semanas.

Portanto, a dieta hiperprotéica parece afetar a funcdo mitocondrial somente
de ratos com insuficiéncia cardiaca, reduzindo a bioenergética mitocondrial e
aumentando a mortalidade apds 14 semanas.



ABSTRACT

Despite aggressive diagnosis and treatment, HF remains a major clinical
problem and a huge burden on the health care system. Among all cardiovascular
diseases, heart failure is responsible for the high morbidity and mortality rates. At
present there is limited information regarding the effects of dietary macronutrient
composition and heart failure. There is a clear need to develop recommendations for
dietary macronutrients for people who are “at risk” for the development of heart
failure (eg, patients with coronary heart disease, hypertension, left ventricular
hypertrophy, diabetes), and for patients with established heart failure. We assessed
the effects of a high protein diet on the development of heart failure characterized by
cardiac hypertrophy, impaired mitochondrial oxidative metabolism and contractile
dysfunction induced by transverse aortic constriction (TAC) in rats. In this study, for
the first time, we demonstrated the effects of high protein diet for 14 and 22 weeks on
mortality, cardiac function and mitochondrial function from both subpopulations
(interfibrillar and Subsarcolemal) of rats with or without heart failure. We showed that
high protein diet increased mortality in heart failure animal whereas it did not increase
mortality in SHAM animals. Mitochondrial analyses showed that high protein diet
decreased bioenergetics (i.e. p-oxidation), increased calcium uptake and
permeability transition pore after 14 weeks. Despite mitochondrial function
impairment at 14 weeks, high protein diet did not affect cardiac function analyzed by
echocardiography, in both Sham protein and TAC protein groups when compared to
control. Besides, we showed that high protein diet induced weight loss in TAC
animals at 14 weeks without changing any other parameter evaluated. The animals
at 22 weeks did not show weight loss. It seems that high protein diet affects
mitochondrial function in heart failure animals, decreasing .p-oxidation and increasing

mortality.



LISTA DE FIGURAS

Figura I: Modelo de sinalizagdo intracelular iniciado pelo stress mecanico em
cardiomidcitos. Abreviagdes: Angio Il — angiotensina IlI; AT1-R — receptor de
angiotensina Il tipo I; DAG — diacilglicerol; IP3 — trifosfato de inositol; MAPK
— cinase ativada pelo fator miogénico; PKC — proteina cinase C; PLC —
fosfolipase C. Adaptado de Molkentin et al. 1998.

Figura IlI: Utilizacdo de substratos pelo midcito. (A) miécito saudavel — Principal
substrato utilizado é o acido graxo; (B) estagio inicial da insuficiéncia
cardiaca — A utilizacdo de acidos graxos € menor com redugdo da beta
oxidagao; (C) Estagio final da insuficiéncia cardiaca — a captacéo de acidos
graxos e o0 metabolismo estao reduzidos, entretanto, a utilizacdo de glicose
e a respectiva captacado estdo aumentados. Adaptado de Lionetti et al,
Cardiovasc Res. 2011 May 1;90(2):202-9.

Figura lll: Vias de captacéo e extrusdo de calcio na mitocondria. UP — Uniporter; RaM
— captagdo de calcio modo rapido; RyR — receptor de rianodiana
mitocondrial; PTP — poro mitocondrial. Adaptado de Paul S. Brookes,
Calcium, ATP, and ROS: a mitochondrial love-hate triangle, Am J Physiol
Cell Physiol 287: C817—C833, 2004

Figura IV: Representagdo esquematica dos efeitos da dieta composta de gordura e
carboidratos sobre o cardiomidcito. Adaptado de Stanley et al, Circ Res.
2012;110:764-776.

Figura V: Fotografia ilustrativa mostrando a cirurgia de coartagdo adrtica. Animais
que sofreram coartagédo a esquerda e animais SHAM a direita. Um clipe de
tdntalo com diametro interno de 0.45 mm foi colocado entre o tronco
braquiocefalico e a artéria carétida comum esquerda. Adaptado de Hu et
al., Am J Physiol Heart Circ Physiol 285: H1261-H1269, 2003.

Figura 1: Curva de sobrevida em fungao do tempo de duragao da dieta hiperprotéica.
Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao da média.
P<0,05 pelo teste de Mantel-Cox. n = 12-15

Figura 2: Avaliagao funcional da cadeia respiratéria mitocondrial da fragao interfibrilar
isolada de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 14 semanas. (A) Estado Ill de consumo de oxigénio com
substrato malato + glutamato. (B) Estado Il de consumo de oxigénio com
substrato palmitoil-carnitina. (C) Estado Ill de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Valores expressos em nanomol de oxigénio
atdbmico/min/mg de proteina. Os resultados estdo expressos como média *
erro padrao da média. P>0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15

Figura 3. Avaliagdo funcional da cadeia respiratdria mitocondrial interfibrilar isolada
de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 14 semanas. (A) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato malato + glutamato. (B) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato palmitoil-carnitina. (C) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Valores expressos em nanomol de oxigénio

Pagina

27

31

38

43

48

59

65

67



Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

atdbmico/min/mg de proteina. Os resultados estdo expressos como média +
erro padrao da média. P> 0.05 ANOVA 2 vias.n = 12-15

Avaliacao funcional da cadeia respiratéria mitocondrial interfibrilar isolada
de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 14 semanas. (A) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato malato + glutamato + Oligomicina. (B) Estado IV de consumo de
oxigénio com substrato palmitoil-carnitina + Oligomicina. (C) Estado IV de
consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato+ Oligomicina.
Valores expressos em nanomol de oxigénio atdmico/min/mg de proteina.
Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. P>
0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15

Avaliagéo funcional da cadeia respiratdria mitocondrial interfibrilar isolada
de ratos SHAM e TAC tratados com dieta normal e hiper protéica por 14
semanas. (A) Razado de controle respiratério (RCR) de consumo de
oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Razdo de controle
respiratorio (RCR) de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-
carnitina. (C) Razao de controle respiratério (RCR) de consumo de oxigénio
com substrato rotenona + succinato. Os resultados estdo expressos como
média * erro padrdo da média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15

Avaliacao funcional da cadeia respiratéria mitocondrial interfibrilar isolada
de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 14 semanas. (A) Razado fosfato/Oxigénio (ADP:O) de
consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Razao
fosfato/Oxigénio (ADP:0O) de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-
carnitina. (C) Razao fosfato/Oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Os resultados estao expressos como média
* erro padrao da média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15

Avaliacdo funcional da cadeia respiratoria mitocondrial subsarcolemal
isolada de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 14 semanas. (A) Estado Ill de consumo de oxigénio com
substrato malato + glutamato. (B) Estado Ill de consumo de oxigénio com
substrato palmitoil-carnitina. (C) Estado Ill de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Valores expressos em nanomol de oxigénio
atdbmico/min/mg de proteina. Os resultados estdo expressos como média *
erro padrdo da média. *P<0,05 ANOVA 2 vias seguido de post hoc de
Bonferroni.n = 12-15

Avaliagao funcional da cadeia respiratoria mitocondrial subsarcolemal
isolada de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e
hiper protéica por 14 semanas. (A) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato malato + glutamato. (B) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato palmitoil-carnitina. (C) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Valores expressos em nanomol de oxigénio
atdbmico/min/mg de proteina. Os resultados estdo expressos como média +
erro padrao da média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15

Avaliacdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal
isolada de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e
hiper protéica por 14 semanas. (A) Estado IV de consumo de oxigénio com

69

71

72

74

76

78



substrato malato + glutamato + Oligomicina. (B) Estado IV de consumo de
oxigénio com substrato palmitoil-carnitina + Oligomicina. (C) Estado IV de
consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato+ Oligomicina.
Valores expressos em nanomol de oxigénio atdmico/min/mg de proteina.
Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. P>
0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15

Figura 10: Avaliacdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal

isolada de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 14 semanas. (A) Razao de controle respiratério (RCR) de
consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Razédo de
controle respiratério (RCR) de consumo de oxigénio com substrato
palmitoil-carnitina. (C) Razao de controle respiratério (RCR) de consumo de
oxigénio com substrato rotenona + succinato. Os resultados estéo
expressos como média + erro padrao da média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n =
12-15

Figura 11: Avaliacdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal

isolada de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 14 semanas. (A) Raz&o fosfato/oxigénio (ADP:O) de
consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Razéo
fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-
carnitina. (C) Razao fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Os resultados estao expressos como média
* erro padrao da média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15

Figura 12: Queda da absorbancia apds adi¢cdo de calcio na concentragao final de 100

e 500 nM em ambas as subpopulacdes mitocondriais de ratos SHAM e
Insuficientes (TAC) com dieta normal e hiperprotéica apos 14 semanas de
tratamento. Os resultados estdo expressos como média * erro padrao da
média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15

Figura 13: Captagao de calcio (A) e probabilidade de abertura do poro mitocondrial

(B) da fracao interfibrilar de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) com dieta
normal e hiperprotéica apdés 14 semanas de tratamento. Os resultados
estdo expressos como média £ erro padrao da média. P< 0,05 ANOVA 2
vias seguido de post hoc de Bonferroni.n = 12-15

Figura 14: Captacao de calcio (A) e probabilidade de abertura do poro mitocondrial

(B) da fragao subsarcolemal de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) com dieta
normal e hiperprotéica apés 14 semanas de tratamento. Os resultados
estdo expressos como média £ erro padrdao da média. P< 0,05 ANOVA 2
vias seguido de post hoc de Bonferroni.n = 12-15

Figura 15: Andlise densitométrica de Western Blot para expressao protéica do canal

uniporter em ambas subpopulagbes mitocondriais de ratos SHAM e
Insuficientes (TAC) com dieta normal e hiperprotéica apds 14 semanas de
tratamento. As fotos acima mostram as bandas representativas da
expressao do canal da fragcédo interfibrilar (A) e subsarcolemal (B). Os
resultados estdo expressos como média + erro padrdao da média. P< 0,05
ANOVA 2 vias seguido de post hoc de Bonferroni. n = 12-15

Figura 16: Avaliacdo funcional da cadeia respiratdria mitocondrial interfibrilar isolada

de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiper
protéica por 22 semanas. (A) Estado Ill de consumo de oxigénio com

80

81

83

85

87

89

94
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Figura 20: Avaliacado funcional da cadeia respiratoria mitocondrial interfibrilar isolada
de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 22 semanas. (A) Razédo fosfato/oxigénio (ADP:O) de
consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Razéo
fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-
carnitina. (C) Razao fosfato/oxigénio (ADP:0) de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Os resultados estdo expressos como média
* erro padrdo da média. P> 0.05 ANOVA 1 via.n=12-15
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Figura 21: Avaliacdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal
isolada de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 22 semanas. (A) Estado Ill de consumo de oxigénio com
substrato malato + glutamato. (B) Estado Ill de consumo de oxigénio com
substrato palmitoil-carnitina. (C) Estado Ill de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Valores expressos em nanomol de 102
oxigénio atdbmico/min/mg de proteina. Os resultados estdo expressos
como média * erro padrdo da média. *P<0,05 ANOVA 1 via e post hoc de
Bonferroni.n = 12-15



Figura 22: Avaliagdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal
isolada de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 22 semanas. (A) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato malato + glutamato. (B) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato palmitoil-carnitina. (C) Estado IV de consumo de oxigénio com 103
substrato rotenona + succinato. Valores expressos em nanomol de
oxigénio atdbmico/min/mg de proteina. Os resultados estdo expressos
como média + erro padrao da média. P>0,05 ANOVA 1 via.n=12-15

Figura 23: Avaliacdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal
isolada de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 22 semanas. (A) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato malato + glutamato + Oligomicina. (B) Estado IV de consumo de
oxigénio com substrato palmitoil-carnitina + Oligomicina. (C) Estado IV de
consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato + Oligomicina.
Valores expressos em nanomol de oxigénio atdmico/min/mg de proteina.
Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. P>
0,05 ANOVA 1 via.n= 12-15
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Figura 24: Avaliacdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal
isolada de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 22 semanas. (A) Razao de controle respiratério (RCR) de
consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Razado de
controle respiratério (RCR) de consumo de oxigénio com substrato
palmitoil-carnitina. (C) Raz&o de controle respiratorio (RCR) de consumo de 105
oxigénio com substrato rotenona + succinato. Os resultados estéo
expressos como média £ erro padrdo da média. *P< 0,05 ANOVA 1 via e
post hoc de Bonferroni.n = 12-15

Figura 25: Avaliacdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal
isolada de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e
hiperprotéica por 22 semanas. (A) Razdo fosfato/oxigénio (ADP:O) de
consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Razao
fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-
carnitina. (C) Raz&o fosfato/oxigénio (ADP:0) de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Os resultados estao expressos como média
* erro padrao da média. P> 0,05 ANOVA 1 via.n = 12-15
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Figura 26: Queda da absorbancia apds adi¢cdo de calcio na concentragao final de 100
e 500 nM em ambas as subpopulagbes mitocondriais de ratos SHAM e
Insuficiente (TAC) com dieta normal e hiper protéica apds 22 semanas de
tratamento. Os resultados estdo expressos como média * erro padrédo da 108
média. *P< 0,05 ANOVA 2 vias post hoc de Bonferroni.n = 12-15

Figura 27. Captacao de calcio (A) e probabilidade de abertura do poro mitocondrial
(B) da fragao subsarcolemal de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) com dieta
normal e hiperprotéica apos 22 semanas de tratamento. Os resultados
estdo expressos como média * erro padrdo da média. P< 0,05 ANOVA 2 110
vias e post hoc de Bonferroni.n = 12-15

Figura 28: Captacao de calcio (A) e probabilidade de abertura do poro mitocondrial

(B) da fragao interfibrilar de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) com dieta 112



normal e hiperprotéica apds 22 semanas de tratamento. Os resultados
estdo expressos como média * erro padrdo da média. P< 0,05 ANOVA 2
vias e post hoc de Bonferroni.n = 12-15
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I INTRODUCAO

1.1 Aspectos epidemiolégicos

As doengas do aparelho cardiovascular sdo responsaveis pelo aumento da
mortalidade e morbidade nos paises desenvolvidos e subdesenvolvidos. De acordo
com a American Heart Association, sé nos Estados Unidos, um em cada trés adultos
apresenta um ou mais tipos de doenga do aparelho cardiovascular (132) sendo que
as doencas do aparelho cardiovascular sdo responsaveis por um numero maior de
mortes quando comparadas com cancer, doengas respiratorias e acidentes (132).

Apesar dos avancos terapéuticos para o tratamento sintomatico, as doencas
cardiovasculares permanecem um grande fardo sobre o sistema publico de saude
(147; 221). Dentre as doengas cardiovasculares, a insuficiéncia cardiaca (IC) é a
maior responsavel pela morbidade e mortalidade da populagdo (132) sendo que
75% dos pacientes que desenvolvem IC tém quadro de hipertenséo ja instalado
anteriormente (132).

Dados do ministério da saude informam que no Brasil o principal grupo de
causas de mortes, em todas as regides, foram as doengas do aparelho circulatorio,
representando em 2009 cerca de 28,6 % entre as causas de morte definidas (202).

De acordo com a literatura, aproximadamente 2 % da populagao nos Estados
Unidos apresenta quadro de IC. Os custos sobre o sistema de saude sédo alarmantes,
sendo alvo constante de investigagdes para desenvolvimento de novas terapias
mais eficazes a fim de melhorar a qualidade de vida e diminuir os custos do
tratamento.

Nos Estados Unidos, somente no ano de 2007 foram gastos 33 bilhdes de
délares em internacbes de pacientes com IC, representando aproximadamente

1.5 % do orgamento destinado a saude (114). O numero de pacientes com IC tem
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crescido nas duas ultimas décadas e concomitantemente o numero de internacdes
(95; 114). Em media, 550 mil casos novos surgem a cada ano (203). Como as
internagdes de pacientes com IC sdo complexas e frequientes, mais recursos sao
gastos com essas internagdes em relagao a outros tratamentos (114).
Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento da doenca coronariana e
consequentemente a IC, a hipertensdo e o infarto do miocardio tém um papel
fundamental.

O aumento da expectativa de vida e consequentemente o envelhecimento da
populagdo agravam ainda mais o quadro ja que a IC tem afetado principalmente a

populagdo economicamente ativa (95; 114).

1.2 Aspectos fisiopatologicos

A IC e uma sindrome complexa que depende da etiologia, duragao, existéncia
de sindrome coronariana e/ou isquemia, disfungao endotelial e a coexisténcia de co-
morbidades como diabetes, hipertens&o e obesidade (79; 222).

A American Heart Association define a IC como uma sindrome complexa
resultante de qualquer alteragao estrutural ou funcional que impede o ventriculo de
encher ou ejetar sangue. Descrita inicialmente por Hipocrates (460 a.C.-370 a.C.), os
sinais cardinais da IC sdo dispnéia e fadiga, o que pode levar a tolerancia ao
exercicio e retengdo de liquido, que pode causar congestdo pulmonar e edema
periférico (79; 99).

O estudo de Framingham foi essencial para o melhor entendimento do
desenvolvimento da IC. Em 1972, Kannel e colaboradores (96) demonstraram que

75% dos pacientes que desenvolveram IC apresentavam quadro de hipertenséo ja
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instalado. Individuos hipertensos e com hipertrofia do ventriculo esquerdo
apresentavam risco 10 vezes maior de desenvolvimento de IC (96; 205).

O miocardio se hipertrofia de forma adaptativa e protetora para regular o
stress de parede gerado pelo aumento da pressdo. De acordo com a lei de Laplace,
a sobrecarga aumenta o stress de parede na sistole que é compensado pelo
aumento da espessura do ventriculo (56). Classicamente, a hipertrofia cardiaca pode
ser dividida em: concéntrica, na qual existe um aumento da espessura de parede
sem aumento do volume da camara e hipertrofia excéntrica na qual ocorre aumento
da massa e do volume da camara cardiaca (8; 15).

Os dois principais tipos de hipertrofia podem resultar em alteracbées como o
aumento da espessura da parede sem o aumento do volume da camara cardiaca,
que pode culminar em queda da fragdo de ejecao ja que se nao existir aumento do
volume da camara, tanto o volume ejetado quanto o débito cardiaco diminuem (15;
205).

Nos casos de dilatagdo do ventriculo esquerdo e subsequente afinamento da
parede, o stress de parede aumenta, levando ao aumento do consumo de oxigénio e
queda da fragdo de ejecdo (8; 96; 205). O processo de desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca devido ao aumento da pds-carga ja € bem definido. Em
contrapartida, o mecanismo da dilatacdo e consequente instalagdo da IC ainda
permanecem indefinidos.

Dois principais mecanismos podem desencadear a hipertrofia: o stress
biomecanico e fatores neuro-humorais. O stress mecénico induz a ativagao de genes
responsaveis pela hipertrofia, além de induzir a liberacdo de fatores neuro-humorais
pelo cardiomidcito, como a angiontensina Il, endotelina e IGF-I que também ativam a

transcricdo génica através de segundo mensageiro (196). O stress mecanico
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também ativa a transcricdo de genes como c-fos, c-jun, Egr-1, and c-myc e induz a
ativacado de genes fetais como o peptideo natriurético atrial, a-actina esquelética e B-
miosina (196; 197). (figura 1)

De um modo geral, em cardiomiocitos, o0 stress mecanico ativa
mecanosensores, canais ibnicos e segundo mensageiros como fosfolipase C, D e A2,
tirosina cinases, c-Jun N-terminal proteina cinase (JNK), proteina cinase C, mitogen-
activated protein (MAP cinase), proteinas responsaveis pela ativagdo de genes que
levam a hipertrofia cardiaca (195; 196). (figura 1)

O processo de hipertrofia do cardiomidcito no estagio inicial ao aumento da
pressao € caracterizado por aumento da expressdao das proteinas contrateis,
formacao de novas estruturas contrateis, com consequente hiperplasia das unidades
miofibrilares, expandindo a area de seccéo em torno de 80% (8; 205). Nos estagios
iniciais da hipertrofia, novas isoformas de actina e miosina aparecem em diferentes
tempos. Além disso, a parede do ventriculo esquerdo aumenta devido a hipertrofia
concéntrica do midcito gerar um alinhamento dos sarcomeros em paralelo (8; 98;
152; 227). O processo de hipertrofia reduz o stress gerado na parede do ventriculo.
Neste tipo de hipertrofia concéntrica, o stress de parede permanece constante,
refletindo numa fungéo ventricular e consumo de oxigénio normais (205; 223; 224).

Outro fato importante que ocorre € a fibrose intersticial na matriz extracelular.
O intersticio do miocardio contém uma gama de componentes que ajudam a manter
a estrutura e arquitetura do miocardio além de distribuirem de forma uniforme o
stress gerado pelos sarcémeros para a cavidade ventricular, e por distribuir o stress
de enchimento diastodlico através do ventriculo. Os principais componentes da matriz
extracelular sdo os colagenos do tipo | e Ill, além de tecido conectivo, dentre outros

(204; 242-246).
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Embora nos estagios iniciais da hipertrofia a fungéo sistdlica esteja normal
(205; 223; 224), o enchimento diastdlico fica comprometido pela hipertrofia do
ventriculo esquerdo (69; 205; 208; 218). Ocorre um prejuizo do relaxamento do
ventriculo devido ao enrijecimento da camara com a progressdao da fibrose
intersticial que ocorre nesse modelo, movendo a curva pressao-volume para a
esquerda e para cima. Esse aumento da pressao diastolica, causado pelo prejuizo
no relaxamento, a modificacdo da geometria ventricular e todas as alteragbes
ocorridas, desencadeia aumento da resisténcia na circulagdo pulmonar (69; 208;
219).

Apd6s um periodo prolongado de sobrecarga de pressao sobre o ventriculo,
ocorre a dilatagdo da camara (205; 223; 224). O miocardio passa por uma série de
alteracbes que culminam na dilatacdo da camara cardiaca, embora nao se saiba ao
certo como esse processo ocorre. Alteracdes moleculares das proteinas sintetizadas
pelo miocardio, desarranjo das fibras colagenas na matriz extracelular, diminuigdo da
espessura da parede ventricular e aumento da camara que culminam no aumento do
stress de parede por razdes geomeétricas. Ao mesmo passo, ocorre queda da fragéo
de ejecdo devido a sobrecarga sobre o ventriculo, que ainda existe, e
consequentemente o consumo de oxigénio aumenta (49; 57; 98; 246).

Portanto, a queda da contratilidade causada por todas as alteragcdes descritas

acima levam prejuizo do coragdo como bomba.
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Adaptado de Molkentin et al. 1998.
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1.3 Alteragoes metabdlicas do miocardio na insuficiéncia cardiaca

Como em qualquer musculo, o metabolismo e a contracdo estao intimamente
conectados. O coragdo é um eficiente conversor de energia quimica em mecanica
(228; 229). Sob circunstancias normais, 95% do ATP gerado é proveniente da
fosforilagdo oxidativa na mitocéndria, sendo o restante derivado da glicolise e da
formacéo de GTP no ciclo do acido citrico. O coracédo tem baixa quantidade de ATP
(~5 umol/g tecido) e uma alta taxa de hidrélise no repouso ( 0.5 ymol/g tecido/seg.),
sendo o tempo de um “turnover” (tempo necessario para renovagédo dos estoques)
de 10 segundos (83; 166). Aproximadamente 60-70 % do ATP produzido mantém a
contragdo do musculo cardiaco (principalmente miosina) e o ATP remanescente (30-
40%) serve para manter a bomba do reticulo sarcoplasmatico e outras bombas
iGnicas (53; 222; 225).

Estudo em humanos mostra que nos estagios iniciais da IC (estagio Il e Ill de
acordo com a classificagcdo da American Heart Association) ocorre um pequeno
aumento da oxidagado de acidos graxos e redugdo da oxidacdo de glicose. Em
contrapartida, nos estagios finais existe redugdo da oxidagdo de acidos graxos e
aumento da oxidagao de glicose (176).

Em resposta ao stress, de natureza hemodindmica ou metabdlica, o
cardiomiécito pode diminuir parcialmente ou completamente a expresséo génica
pos-natal e ativar a expressao génica fetal (181; 183). Ainda n&o se sabe como essa
ativacdo dos genes fetais ocorre e se seria protetora ou ndo para o miocardio.
Acredita-se que esse processo possa ser regulado pelo HIF-1 — fator induzido pela
hipéxia tipo 1 - jd que com a deposicdo de colageno e fibrose intersticial e
perivascular, o suporte de oxigénio fica prejudicado, elevando a expressao desse

fator (181; 232).
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Fortes evidéncias demonstram que essa reprogramacdo metabdlica
protegeria 0 miocardio ja que a eficiéncia do miocardio, que € medida pela razao
entre o trabalho cardiaco sobre o consumo de oxigénio, € maior quando 0 mesmo
utiliza carboidratos como principal fonte de energia em relagao a acidos graxos (108;
181). Entretanto, a quantidade de ATP produzido pela mitocondria € maior quando
acidos graxos sao utilizados em comparagao aos outros substratos (168).

Estudos em humanos e em animais mostram que existe queda da
concentragdo de ATP (em torno de 30%) e aumento da quantidade de ADP no
miocardio com subsequente queda do potencial de fosforilagdo; demonstrando que a
eficiéncia na producao de energia para as atividades celulares como a contragéo
(miosina) e relaxamento (Serca2a) estao prejudicados na insuficiéncia cardiaca (13;
14; 84; 122; 125; 144; 148; 155; 156; 158; 213; 233; 240).

Quando o miocardio é submetido ao stress como a hipertrofia, o metabolismo
cardiaco muda. O miocardio que basicamente utiliza acidos graxos como principal
fonte de energia passa a utilizar outros substratos mais eficientes como glicogénio,
lactato e glicose (55; 108; 181). O mecanismo pelo qual essa mudanga na utilizagao
dos substratos ocorre ainda e indefinido. Sabe-se que o perfil da célula muda e fica
bem parecido com o perfil fetal. Ocorre reducdo na expressao protéica das enzimas
da via da beta oxidagdo como LCAD (desidrogenase de acil-CoA de cadeia longa) e
MCAD (desidrogenase de acil-CoA de cadeia media) além da redugao da expressao
de PPARa (receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma) (97). Ndo somente as
expressdes das enzimas da beta oxidacdo estdo reduzidas, mas também os
receptores GLUT-1, GLUT-4 e a enzima GAPDH (116).

Tais alteragbes poderiam ser explicadas pelo efeito protetor que o glicogénio

exerce sobre o miocardio. Primeiramente, o armazenamento de glicose na forma de
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glicogénio impediria a glicosilagdo protéica e consequentemente protegeria o
miocardio da glicotoxicidade (126; 181; 230). Além disso, 0 armazenamento rapido
de glicogénio aumenta a sensibilidade ao calcio e a forga maxima desenvolvida pela
ativagcao do calcio (230). Outro fato importante € que as enzimas metabolizadoras de
glicogénio estdo localizadas proximas ao reticulo sarcoplasmatico, o principal
regulador dos estoques de calcio. Portanto, o glicogénio exerce papel fundamental
na sinalizagdo metabdlica e na homeostase do calcio (38; 105; 127; 181; 230)

As alteragdes metabdlicas ocorridas durante o stress como na hipertrofia,
englobam alteragdes na fosforilagdo oxidativa a fim de manter os niveis citosdlicos e
de hidrélise de ATP quando o suporte de oxigénio e/ou substrato é baixo. Além disso,
a eficiéncia na produgcdo de energia € baixa quando a organela responsavel pela
producao de ATP esta danificada, portanto, limitando a produgdo de energia para
suprir os processos celulares, incluindo a maquinaria contratil, o que poderia levar ao
surgimento da IC (85; 181). Devido a intima conex&o entre metabolismo oxidativo e
contratilidade, alteragdo no suporte de oxigénio para o miocardio poderia resultar na
redugéo da contratilidade e do metabolismo oxidativo mitocondrial (181; 222; 229).

Estudos em humanos e animais mostram que existe redugao da atividade dos
complexos da cadeia respiratoria mitocondrial. Em humanos, ja foi demonstrado
reducdo do complexo |, lll e IV da cadeia respiratéria em torno de 30% em pacientes
com doenga isquémica ou cardiomiopatia dilatada (22; 27; 86; 201). As
consequéncias dessas alteragcdes nos complexos da cadeia respiratéria implicam na
reducdo da capacidade do miocardio em produzir ATP, limitando a contratilidade

cardiaca durante exercicio ou ativagcdo adrenérgica (222).
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Figura llI: Utillizacdo de substratos pelo miécito. (A) miécito saudavel —
Principal substrato utilizado é acido graxo; (B) estagio inicial da IC — A utilizagao de
acidos graxos € menor com redugao da beta oxidagao; (C) Estagio final da IC — a
captacéo de acidos graxos e o metabolismo estao reduzidos, entretanto, a utilizagéo
de glicose e a respectiva captagdo estdo aumentadas. Adaptado de Lionetti et al,
Cardiovasc Res. 2011 May 1;90(2):202-9.
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1.4 Disfungao mitocondrial na insuficiéncia cardiaca

A mitocdndria e uma organela de aproximadamente 1um de tamanho
presente em toda célula. Apresenta morfologia variavel, constituida por 2
membranas, uma externa (OMM, do inglés outer mitocondrial membrane) e uma
interna (IMM, do inglés inner mitocondrial membrane ). A membrana externa separa
0 espaco intermembrana do citosol enquanto que a membrana interna separa o
espaco intermembrana da matriz mitocondrial. A integridade dessas duas
membranas é essencial para a fungdo mitocondrial. Além disso, varios dominios
especializados na membrana interagem com o meio intracelular para atender as
demandas energéticas da célula. A OMM exerce o papel de interagir com o citosol e
com elementos do citoesqueleto a fim de garantir mobilidade, diferenciacédo e
posicionar a organela onde as demandas energéticas sdo intensas (26; 193). A
OMM também e responsavel pela chamada importacdo de proteinas para a
mitocéndria. Moléculas acima de 15 kDa s&o transportadas com o auxilio de canais
presentes na membrana externa e interna chamados de TOM (do inglés, transport
outer membrane) e TIM (do inglés, transport inner membrane). Essas duas proteinas
formam um complexo chamado TOM/TIM que e responsavel pelo transporte de
proteinas para o interior da organela (44; 193).

Outro constituinte de extrema importancia presente na membrana
mitocondrial € o mPTP (poro de permeabilidade transicional) € um canal voltagem-
dependente de alta condutancia presente na mitocéndria que permite a passagem
de agua, ions e moléculas de até 15 kDa. Esse canal é altamente sensivel ao calcio,
stress oxidativo, redox, voltagem, pH , ATP e ADP (40; 65; 109). Sua composigao e

regulagcédo ainda ndo sao bem definidas (67; 73; 247). Inicialmente acreditava-se que
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ANT (do inglés, adenine nucleotide translocase) e VDAC (do inglés, voltage-
dependent anion channel) assim como CypD (do inglés, Cyclophilin D) eram os
principais constituintes deste poro (61; 73; 212; 247) ja que inibidores do ANT
(bongkrekic acid) e do CypD (cyclosporine-A) eram capazes de bloquear a abertura
desse poro (109). Inicialmente pensava-se que VDAC era um constituinte do poro,
entretanto, estudo recente em camundongo knockout para essa proteina mostrou
que VDAC nao ¢é essencial para a abertura do mPTP (12).

A abertura desse poro resulta em perda da produgcdo de ATP,
desacoplamento da cadeia respiratéria e ruptura de membrana mitocondrial. A perda
de ATP e a saida do citocromo C da membrana da mitocondria resulta em morte
celular (39; 61; 73; 87; 247). Alguns estudos tém mostrado que o bloqueio
farmacolégico do poro mitocondrial seria benéfico ou reverteria o desenvolvimento
da IC. Animais geneticamente modificados com hipertrofia do ventriculo esquerdo
apresentam probabilidade maior de abertura do poro mitocondrial pela indu¢gédo com
calcio (138; 141; 171). A sugestdo € que a abertura do poro mitocondrial e o ponto
chave do processo patoldgico causado pela sobrecarga de calcio devido a ativagéo
adrenérgica na IC (153). Em estudo usando midcitos isolados de cédes com IC ja
instalada ocorreu maior probabilidade de abertura do poro, efeito esse bloqueado
pela cyclosporine-A, sugerindo que a abertura do poro € parcialmente responsavel
pela disfungcdo mitocondrial descrita na IC (212).

Apesar da composigdo molecular do poro mitocondrial e sua estrutura ainda
serem desconhecidas, existem evidencias de que sua funcéo seria influenciada pela
composicédo dos fosfolipidios e das proteinas presentes na membrana (67; 179). A
composicdo dos acidos graxos presentes na membrana mitocondrial afeta sua

funcdo e consequentemente a apoptose. Esses efeitos sdo dependentes da
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concentragao de cardiolipina presente na membrana. A cardiolipina serve como uma
ancora para o citocromo C na membrana interna da mitocéndria. Condicdes ideais
previnem a abertura do mPTP e consequentemente a liberagédo do citocromo C para
o citosol que desencadearia a apoptose (145; 169; 170; 239).

Em 1977, Palmer e colaboradores (172) padronizaram o método para
isolamento dos dois tipos de subpopula¢gdes mitocondriais que s&do descritas de
acordo com a localizagao celular. A subpopulagao subsarcolemal (SSM) é conhecida
por estar localizada logo abaixo do sarcolema e varia mais morfologicamente ate
quatro ym quando comparada a subpopulagao interfibrilar (IFM), que fica localizada
entre as miofibrilas. A subpopulacdo interfibrilar € mais empacotada e comprida
atingindo ate 2 ym de comprimento (172; 214).

Palmer e colaboradores (172) foram capazes de isolar com o auxilio de
centrifugacgdes e digestdo com tripsina as duas subpopulagbes mitocondriais, IFM e
SSM. Foi demonstrado que a subpopulagcdo IFM possui maior atividade do
complexo Il e da citrato sintase; e que essa subpopulacédo oxida todos os substratos
1.5 vezes mais rapido que a subpopulacdo SSM. Estudos subsequentes
determinaram que a subpopulagdo SSM tem a matriz lameliforme ao passo que a
subpopulacao IFM possui uma mistura da matriz tubular e lameliforme. Tal diferenca
€ importante ja que a matriz tubular tem menor espago entre os cristais,
acumulando, portanto uma quantidade maior de prétons que levaria ao aumento da
atividade da ATP sintase, permitindo melhor oxidagao fosforilativa (188). Isso esta de
acordo com o que ja foi descrito na literatura, a subpopulagado IFM oxida 1.5 vezes
mais rapido os substratos e produz 3 vezes mais ATP em relagdo a subpopulagao
SSM. A literatura sugere que a subpopulagdo SSM produz ATP para manter o

transporte ativo de eletrdlitos e metabdlitos através da membrana celular ao passo
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que a subpopulagdo IFM produz ATP a fim de manter a maquinaria contratil
funcionando devido a localizagdo dessa subpopulagdo (172). Além disso, a
subpopulacao IFM capta mais calcio, além de ser mais resistente a esse ion quando
comparada a subpopulagdo SSM (11; 72; 103; 173).

Varios estudos foram capazes de demonstrar que as duas subpopulagdes
respondem de forma diferente aos estimulos de natureza fisioldgica ou patoldgica
tais como: como envelhecimento, isquemia/reperfusao, exercicio, restricdo caldrica,
dieta rica em gordura e insuficiéncia cardiaca (3; 28; 31; 32; 46; 91; 101; 115; 117).
Hoppel e colaboradores demonstraram reducao em 50% da oxidagao fosforilativa na
subpopulacado IFM de hamsters que desenvolveram insuficiéncia cardiaca apoés 4
meses (74). Outro estudo também demonstrou que existe uma redugéo da oxidagao
fosforilativa em ambas subpopulagdes apdés o desenvolvimento da IC com reducao
da atividade da cadeia respiratéria mitocondrial (192). Além disso, existe uma
reducao do estado 3 de consumo de oxigénio quando o substrato palmitoil-carnitina
e utilizado com concomitante reducdo da expressao das enzimas da via da beta
oxidagdo. No modelo de insuficiéncia cardiaca induzida pela sobrecarga de presséo,
Bugger e colaboradores (24) demonstraram que a expressao das proteinas da via
da beta oxidacdo encontra-se reduzida assim como a bioenergética mitocondrial.
Além disso, Garnier e colaboradores demonstraram que a expressao génica do
PGC-1a e B (Co-Ativador da transcricdo génica) estdo reduzidas na IC. Ademais, a
deficiéncia do PGC-13 acelera a transigdo da hipertrofia cardiaca para a IC (186). O
PGC-1a e B exercem papel fundamental na biogénese mitocondrial. Eles sao
expressos em tecidos como coragdo, musculo esquelético e figado e regulam a
expressdo génica das enzimas do metabolismo na mitocéndria e proteinas que

constituem a cadeia respiratoria mitocondrial (186). PGC-1a e 3 tem papel chave na
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regulagcdo da fungdo mitocondrial e participam na transdugao do estimulo fisiolégico
para a produc¢ao de energia no musculo cardiaco (52; 186; 198).

A capacidade mitocondrial precisa aumentar proporcionalmente ao
crescimento celular a fim de manter as necessidades energéticas da célula. Quando
o miocardio se hipertrofia, a biogénese mitocondrial se adéqua as necessidades da
célula. Em coragdes hipertrofiados, ja foi demonstrado que os principais marcadores
da fungcdo mitocondrial como a citrato sintase, citocromo C oxidase e a expressao
das enzimas da oxidagao fosforilativa permanecem inalteradas (159; 189; 248).

Quando o ventriculo descompensa e a IC se instala, ocorrem alteragdes como
reducdo da expressao de varias enzimas do ciclo do acido citrico, da cadeia
respiratoria e de fatores de transcricdo como NFR (do inglés, Nuclear Respiratory
Factors) e mtTFA (do inglés, mitochondrial transcription factor A) (52; 93; 207).
Essas alteracbes culminam na queda da bioenergética e consequentemente na
producdo de ATP. Outro fato importante que ocorre com a instalagéo da IC e a
degradagdo dos supercomplexos da cadeia respiratéria mitocondrial. Os
supercomplexos sdo estruturas formadas pela jungdo do complexo |, complexo lll,
uma copia do complexo IV, Coenzima Q e citocromo C. Esse supercomplexo tem a
funcdo de transportar elétrons do NADH para o oxigénio e de acordo com o mapa
dimensional, os complexos individuais interagem entre si, a fim de diminuir o espago
percorrido pelos elétrons na cadeia respiratéria entre os complexos individuais. Essa
teoria fornece suporte ao conceito de que quanto menor o espago percorrido pelos
elétrons, menor o vazamento de elétrons pelos complexos e consequentemente
menor a formacgéo de espécies reativas de oxigénio.

Normalmente o citocromo C catalisa a redugdo do oxigénio para a formagao

de agua. Entretanto, quando o oxigénio e reduzido apenas com um elétron, o anion
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superéxido é formado. O anion superoxido € catalisado a perdxido de hidrogénio
pela enzima superdxido dismutase (SOD) que esta presente na mitocdndria (1; 136;
251).

Outro fator que afeta a formacdo de espécies reativas de oxigénio é a
captacao de calcio pela mitocéndria. O ion calcio € de extrema importancia na
regulacéao de sinais em processos fisioldgicos e patolégicos na mitocéndria. O célcio
induz a producao de ATP pela mitocbndria através de ativacdo de enzimas do ciclo
do &cido citrico e da oxidagao fosforilativa (33; 143; 146). Esse efeito na elevagao da
producao de ATP acontece em situagdes fisioldgicas e permite o ajuste da produgao
de ATP as demandas celulares. O processo pelo qual o calcio € nocivo para a
mitocdndria ainda é desconhecido. Sabe-se que esse processo envolve grandes
quantidades desse ion e a produgao excessiva de espécies reativas do oxigénio (2;
21; 47). O caélcio entra na mitocondria através de um canal de calcio chamado
Uniporter que € dependente do gradiente eletroquimico. Além disso, a composi¢ao
desse canal ainda é desconhecida, mas sabe-se que tem baixa afinidade pelo
calcio. A literatura também descreve a existéncia de um receptor de rianodina na
mitocdndria cardiaca que facilitaria a entrada de calcio através da membrana para
dentro da matriz. A entrada de calcio requer aumento do potencial de membrana
mitocondrial e a saida depende do acoplamento do trocador sddio-calcio e sodio-
hidrogénio que também estdo presentes na membrana mitocondrial (19; 25; 58;
220).

Em contraste aos efeitos benéficos da entrada de calcio na mitocondria, a
abertura do poro mitocondrial ocorre quando grandes quantidades de calcio s&o

captadas. O mPTP exerce papel fundamental em processos patolégicos como a IC.



Introducéao 38

Como descrito anteriormente, esse poro € extremamente sensivel ao calcio e as

espécies reativas de oxigénio, e sua abertura desencadeia a apoptose.

t " "
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® respiratory ADP Ay,
e chain ATP =

Figura lll: Vias de captacédo e extrusdo de célcio na mitocdndria. UP — Uniporter;
RaM — captagao de calcio modo rapido; RyR — receptor de rianodiana mitocondrial;
PTP — poro mitocondrial. Adaptado de Paul S. Brookes, Calcium, ATP, and ROS: a
mitochondrial love-hate triangle, Am J Physiol Cell Physiol 287: C817—-C833, 2004
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1.5 Papel da dieta na insuficiéncia cardiaca

A dieta e o estilo de vida sdo componentes estratégicos fundamentais para
prevencao da doenga cardiovascular, a maior causa de morbidade e mortalidade no
mundo moderno. A American Heart Association desenvolve um plano estratégico e
publica diretrizes com recomendacdes de dieta e estilo de vida para reducado dos
riscos das doencas cardiovasculares. As recomendacdes sao apropriadas de
maneira geral tanto para adultos quanto para criangas apds dois anos de idade (123).

Sabe-se que multiplos fatores da dieta influenciam no risco de
desenvolvimento das doencgas cardiovasculares. Estudos clinicos e observacionais
demonstraram que uma dieta saudavel reduz o risco e os fatores de risco de
doencgas do aparelho cardiovascular (9; 10; 106; 123; 124). Certa énfase deve ser
dada sobre a dieta como um todo e ndo somente aos componentes da mesma a fim
de garantir a nutrigdo adequada e o balango energético apropriado. Consistente com
isso, a American Heart Association, recomenda uma dieta com uma variedade de
frutas, graos, produtos sem gordura ou com baixo teor de gordura, legumes, carne
branca e peixe (123; 124).

O objetivo da diretriz da American Heart Association € definir uma dieta que
tenha como objetivo manter o peso, perfil lipidico, pressao arterial € niveis normais
de glicose ao longo da vida, considerando que a obesidade € um fator de risco
independente para doengas do aparelho cardiovascular (182).

Apesar dessas recomendacbes, as diretrizes definem uma dieta para a
prevencdo das doencas cardiovasculares. Existe uma necessidade de
desenvolvimento de dietas para pessoas que estdo em risco de desenvolvimento da

insuficiéncia cardiaca tdo como para individuos que apresentam doenca coronariana,
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hipertensao, hipertrofia do ventriculo esquerdo, diabetes ou para pacientes que
apresentam o quadro de insuficiéncia ja instalado (221).

As diretrizes atuais ndo fornecem nenhuma informacéo a respeito da ingestao
de carboidratos, lipidios ou proteina para pacientes que estdo em risco ou que ja
tem quadro de insuficiéncia instalado. A American Heart Association recomenda que
esses pacientes sigam as diretrizes para prevencado das doengas cardiovasculares
(29; 45; 221).

Sabe-se que essa diretriz sofreu alteragdes apods estudos epidemioldgicos
mostrarem que o baixo consumo de gordura ndo previne o surgimento das doencgas
do aparelho cardiovascular. A incidéncia de doencas cardiovasculares nao esta
relacionada ao consumo de gordura (68; 76; 78; 221). Além disso, a redugao do
risco de doencas cardiovasculares foi observada em pessoas com alto consumo de
gorduras insaturadas (68; 78; 113; 151) ao passo que a incidéncia foi maior na
populagcdo que ingeria mais agucares de rapida absorgédo (18; 68; 221). Portanto,
houve uma mudanga no paradigma em se tratando de prevengcdo das doengas
cardiovasculares nos ultimos anos. (figura 4)

A dieta é o determinante primario dos substratos utilizados no metabolismo
cardiaco para suprir a alta demanda energética, a fim de manter a maquinaria
contratil  funcionando. Primariamente, o miocardio utiliza acidos graxos e
carboidratos como principal fonte energética. As diretrizes nos ultimos 50 anos
recomendaram um consumo maior de carboidratos a fim de reduzir o risco das
doencas cardiovasculares. Desde a década de 60, acreditava-se que o baixo
consumo de gordura e o alto consumo de carboidratos preveniriam o surgimento de
doencas cardiovasculares. Entretanto, com o decorrer dos anos, notou-se que o alto

consumo de carboidratos originados de comidas processadas e bebidas adogadas
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com acgucar aumentou a prevaléncia da obesidade e do diabetes tipo 2 (29; 78).
(figura 4)

A glicose exerce efeitos toxicos quando ndo existe um balango entre a
captacao e oxidacao. O alto consumo de agucar ou a resisténcia a insulina expdem
0 coragao a glicose, ativando cronicamente a sinalizagdo da insulina, induzindo a
sintese protéica e consequentemente a hipertrofia cardiaca (29; 210; 215; 221). A
hiperglicemia crénica também aumenta o fluxo através da via da hexosamina, o que
induz a resisténcia a insulina, hipertrofia do ventriculo esquerdo, apoptose, fibrose,
além de aumentar a produgao de espécies reativas do oxigénio (42; 50; 253). (figura
3)

Evidencias tem mostrado que a substituicao de carboidratos por gordura seria
eficaz em protelar o desenvolvimento e a progressao da insuficiéncia cardiaca tanto
em ratos SHR quanto apés o infarto do miocardio (43; 51; 164; 165; 209; 211). Além
disso, essa substituicdo também seria eficaz na melhora do perfil lipidico e na
reducao da secrecgéo de insulina (29; 149; 150).

A ingestdo de proteina é outro fato que merece destaque. Pouco se sabe
sobre a melhor fonte ou a quantidade de proteina que deve ser ingerida por
pacientes nos estagios iniciais e/ou finais da insuficiéncia cardiaca. A maior causa
da IC ¢é a hipertrofia resultante da hipertensdo crénica (121). Estudos
epidemioldgicos e intervencionais sugerem que a ingestao protéica por pacientes em
condigao estavel de peso ndo afeta ou tem efeito minimo sobre os fatores de risco
de doencga cardiovascular (70; 184; 250). Em contrapartida, um novo estudo
epidemiologico sugere que a dieta hiperprotéica esta associada a maior incidéncia

de doencgas cardiovasculares em mulheres durante um periodo de 16 anos de
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acompanhamento (110; 111) enquanto que o mesmo nao foi observado em homens
(180).

Evidencias sugerem que o desenvolvimento e/ou progresséo da insuficiéncia
cardiaca seria afetada pela composicdo da dieta em termos de gordura e
carboidratos (221). Estudos em animais sugerem que a substituicdo de carboidrato
pela gordura teria efeitos benéficos sobre o coragéo insuficiente. Tanto a gordura
saturada, monossaturada ou poli-insaturada teriam efeitos benéficos sobre a fungao
do ventriculo esquerdo embora os mecanismos ainda sejam desconhecidos. Além
disso, existe na literatura uma caréncia de trabalhos em humanos mostrando os
efeitos dessas dietas sobre a fungédo cardiaca de pacientes com IC ja instalada. A
maior parte dos trabalhos mostra os efeitos das dietas e o risco de desenvolvimento
das doencas cardiovasculares.

Diante dos fatos expostos acima e considerando a falta de dados na literatura
sobre o papel da dieta hiperprotéica no desenvolvimento e progressdo da IC, o
presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da dieta hiperprotéica sobre o
desenvolvimento e progressdo da insuficiéncia cardiaca e a fungdo mitocondrial

desses animais.
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Figura IV: Representacdo esquematica dos efeitos da dieta composta de gordura e
carboidratos sobre o cardiomiocito. Adaptado de Stanley et al, Circ Res.
2012;110:764-776.
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Il OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel da dieta hiperprotéica sobre a fungdo mitocondrial de ratos com e

sem insuficiéncia cardiaca induzida pela sobrecarga de pressao apos 14 e 22

semanas de dieta.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o papel da dieta hiperprotéica sobre a mortalidade de ratos com
insuficiéncia cardiaca ao longo de 22 semanas de dieta

- Avaliar o papel da dieta hiperprotéica sobre a funcdo cardiaca medida pelo
ecocardiograma de animais com e sem insuficiéncia cardiaca apds 14 e 22 semanas
de dieta.

- Avaliar as alteragdes ponderais induzidas pela dieta hiperprotéica apos 14 e 22
semanas de dieta.

- Avaliar o efeito da dieta hiperprotéica, sobre a bioenergética mitocondrial apés 14 e
22 semanas de dieta.

- Investigar possiveis alteragbes da fungcédo da cadeia respiratoria mitocondrial com a
utilizacdo de substratos especificos para os complexos |, lll e IV

- Avaliar a resisténcia mitocondrial ao calcio (Swelling)

- Medir a captacao de calcio e probabilidade de abertura do poro mitocondrial de
ratos com e sem insuficiéncia cardiaca apods receberem dieta hiperprotéica por 14 e
22 semanas

- Medir a expressao protéica do canal Uniporter pela técnica de western blot de ratos

com e sem insuficiéncia cardiaca apds 14 e 22 semanas de dieta
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Il MATERIAL E METODOS

3.1 Animais experimentais

Neste estudo, foram utilizados ratos normotensos da linhagem Sprague-
dawley, machos com idade aproximada de 4 semanas, pesando aproximadamente
entre 35 a 50g. Esses animais foram adquiridos da companhia Charles River,
Germantown, Maryland, USA. Os animais foram mantidos em gaiolas, sob controle
de temperatura, umidade e ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a agua
e ragdo. A investigacgao foi feita em conformidade com a “Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals” publicada pela “US National Institutes of Health” (NIH
Publications No. 85-23, revisada em 1996) e aprovada pelo comité de ética

institucional da University of Maryland.

3.2 Cirurgia de Coartagao da aorta

A cirurgia de coartagdo da aorta foi realiza como descrita na literatura (254).
Os animais foram anestesiados com isoflurano 5 % diluido em oxigénio 95% e em
seguida foram entubados e ventilados com auxilio de um ventilador para roedores
(Harvard apparatus, Holliston, Massachusetts, USA). Foi realizada uma esternotomia
para localizagdo e dissecgao do arco aortico. Em seguida um clipe de tantalo com
diametro interno de 0.45 mm foi colocado entre o tronco braquiocefalico e a artéria
carétida comum esquerda. Apds a colocagao do clipe, a esternotomia foi fechada
com auxilio de um fio de sutura e os animais passaram a receber 100% de oxigénio
até completa recuperagdo. Os animais controle (SHAM) passaram pelo mesmo
procedimento com excegao do clipe que ndo foi colocado. A sobrevida da cirurgia

apos 48 horas foi de 100% para o grupo SHAM e de 68.6% para o grupo TAC.



Materiais e Métodos 48

TAC SHAM

Figura V: Fotografia ilustrativa mostrando a cirurgia de coartagdo aodrtica. Animais
Insuficientes (TAC) a esquerda e animais SHAM a direita. Um clipe de tantalo com
didmetro interno de 0.45 mm foi colocado entre o tronco braquiocefalico e a artéria
carétida comum esquerda. Adaptado de Hu et al., Am J Physiol Heart Circ Physiol
285: H1261-H1269, 2003.

3.3 Dieta Hiperprotéica

Os animais foram alocados em gaiolas e trés dias apds a cirurgia comegaram a
receber a dieta hiperprotéica. Foram desenvolvidos dois protocolos experimentais
considerando o tempo de duragao da dieta. O primeiro protocolo foi de 14 semanas
de dieta e o segundo foi de 22 semanas. Para os grupos avaliados de 14 e 22
semanas, foram utilizados 20 animais para os grupos TAC e 12 animais para o

grupo SHAM.
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A racao foi adquirida da Research Diets, New Brunswick, NJ, USA e os
ingredientes utilizados para confecgdo eram de alta pureza. A dieta controle
basicamente continha 20% de energia de proteina (caseina + L-cysteina), 68 % da
energia de carboidratos (maltodextrina correspondia a 12% e 55% de milho) e 12 %
de energia de gordura (mistura de banha de porco, manteiga de cacau e d6leo de
soja). A dieta hiperprotéica foi modificada com um aumento de 10% de caseina e

uma diminuicdo na mesma proporcao de carboidrato.

3.4 Analise da fungao ventricular por ecocardiografia

A ecocardiografia foi realizada uma semana antes do sacrificio dos animais a fim de
avaliar a fungao ventricular in vivo como ja descrito na literatura e padronizado no
laboratorio (51; 104; 177; 178). ApOs anestesia com isoflurano (2.5% diluido em
oxigénio), foi realizada uma tricotomia da face anterior do térax e os animais foram
posicionados em decubito lateral esquerdo sobre uma plataforma com aquecimento
que mantinha temperatura constante a 37°C. O exame foi realizado com aparelho
Vevo 2100 (VisualSonics, Ontario, Canada) com transdutor MS200 de frequéncia de
15 MHz que permitiu obter imagens do ventriculo esquerdo em tempo real nos
modos mono e bidimensional, além da velocidade de fluxo. As imagens em cortes
transversais do VE foram gravadas no préprio aparelho para posterior analise. As
imagens foram obtidas da janela paraestenal esquerda (longitudinal e transversal).

As medidas do eixo longo foram combinadas com as medidas de 4 niveis diferentes
do eixo curto para calcular o volume diastélico (EDV, end-diastolic volume) e volume
sistélico final (ESV, end-systolic volume) de acordo com a equagado de Simpson. A
fragdo de ejecao foi calculada com a seguinte formula SV= EDV- ESV/EDV  onde

SV corresponde a stroke volume, ESV corresponde a end-systolic volume e EDV
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corresponde a end-diastolic volume. A analise do eixo curto no modo
monodimensional no nivel do musculo papilar foi usada para avaliar a contratilidade
cardiaca em termos de fragdo de encurtamento (FS, fractional shortening) baseado

nas dimensdes do ventriculo esquerdo na diastole (LVIDd) e na sistole (LVIDs).

3.5 Purificagao mitocondrial

Os animais foram anestesiados com isoflurano 5% e uma pungé&o no ventriculo
esquerdo foram feitas para coleta de soro e plasma. Os 6érgéos foram removidos,
pesados, congelados rapidamente em nitrogénio liquido e mantidos a -80°C para
posterior analise. O coracéo foi removido, as camaras cardiacas pesadas e mantidas
em tampao Chappel-Perry no gelo ate 0 momento da extragdo da mitocondria.

As duas subpopulagdes mitocondriais (SSM) e (IFM) foram isoladas do ventriculo
esquerdo de acordo com o protocolo descrito por Palmer et al. (172). Os ventriculos
foram lavados, picados e homogeneizados em 22.5 mL do tampao Chappel-Perry
contendo 100 mM KCI, 50 mM Mops, 5 mM MgSO4+7H,0, 1 mM EGTA, 1 mM ATP,
pH 7.4 at 4°C. Em seguida o homogeneizado foi centrifugado a 2200 rpm por 10
minutos a 4°C. Apds a primeira centrifugacgao, o sobrenadante foi filtrado com auxilio
de uma gaze e transferido para um novo tubo. O pellet foi resuspendido em 7.5 mL
do mesmo tampao e novamente centrifugado a 2200 rpm por 10 min. O segundo
sobrenadante foi combinado com o primeiro e o respectivo pellet da segunda
centrifugagéo foi mantido. Em seguida o sobrenadante foi novamente centrifugado a
5000 rpm por 10 min a 4°C. O pellet remanescente a essa centrifugagéo
corresponde a subpopulagdo SSM. O pellet remanescente da segunda centrifugacéo
foi resuspendido em 9 mL de tampao Chappel-Perry e adicionou-se 5 mg de tripsina

por grama de tecido dissolvido em 1 mL do mesmo tamp&o. Apds a adicdo de
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tripsina, foi feita uma segunda homogeneizagéo e as amostras foram agitadas com o
auxilio de um agitador magnético por 10 min. Apos agitacdo constante, foram
adicionados 10 mL de tamp&o Chappel-Perry contendo albumina bovina (Fracao V-
fatty acid free) 2 mg/mL e as amostras foram novamente homogeneizadas e
centifugadas a 10.000 rpm por 7 min a 4°C. O pelet foi novamente resuspendido em
7.5 mL do tampao Chappel-Perry e centrifugado a 2200 rpm por 7 min a 4°C. O
sobrenadante desta ultima centrifugacdo foi filtrado com auxilio de gaze e
novamente centrifugado a 5000 rpm por 7 min. O pellet final corresponde a
subpopulacao interfibrilar. Os pellets correspondentes a subpopulacdo SSM e IFM
foram lavados duas vezes em tampao KME contendo 100 mM KCI, 50 mM Mops e 1
mM EGTA e novamente centrifugados a 5000 rpm por 10 min. Os pellets foram
resuspendidos em 200 pl de tampao KME e a concentracao protéica foi determinada

pelo método de Lowry.

3.6 Anadlise funcional da cadeia respiratéoria mitocondrial - oxidagao
fosforilativa

A analise funcional dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial foi avaliada
com o auxilio de um transdutor para medida de oxigénio (Clark electrode, Qubit
system, Canada). Ambas as subpopula¢des (200 pg) foram incubadas em um
tampéao para respiracao mitocondrial contendo 100 mM KCI, 50 mM MOPS, 5 mM
KH2PO4, 1 mM EGTA and 1mg/mL BSA/Fraction V, pH 7.4 como descrito por
Palmer et al (172). O estado Ill e IV de consumo de oxigénio foram medidos com
glutamato + malato (10 e 5 mM, respectivamente), Palmitoil-carnitina (40 uM) e

Rotenona + Succinato (7.5 yM e 20 mM, respectivamente). Apos a adigdo dos
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substratos, foi adicionado ADP para atingir uma concentragao final de 2 mM e
observou-se um aumento do consumo de oxigénio em fungdo do tempo. Apds
completa deplecao do ADP, observado pelo surgimento do estado |V, adicionou-se
oligomycin, inibidor do complexo V da cadeia respiratoria. O State Ill, IV, IV +

olimycin, RCR e razdo ADP:O foram calculados posteriormente.

3.7 Medidas do potencial de membrana e tamanho da mitocéndria

A medida do potencial de membrana foi feita utilizando citometria de fluxo (Facscan ,
Becton Dickinson) como descrito na literatura (32). Ambas as subpopulag¢des (SSM e
IFM) foram incubadas em tampdo KME com um marcador para potencial de
membrana da mitocéndria  5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazol
carbocyanine iodide (300 nM JC-1; Invitrogen) ou MitoTracker Deep Red 633 por 15
min a 37°C. Ambos os marcadores se difundem pela membrana intacta da
mitocéndria e s&o seletivos porque dependem do potencial para emitir fluorescéncia
verde. Com a perda do potencial de membrana, o marcador deixa de emitir
fluorescéncia verde e passa a emitir fluorescéncia vermelha. Cada parametro foi
detectado usando um laser especifico e 100000 eventos foram medidos por amostra
fresca. Os resultados foram expressos como a razao da fluorescéncia vermelha pela
verde. Para as medidas de tamanho, o aparelho era calibrado com micro esferas
(Invitrogen) que permitiam medir exatamente o tamanho da mitocéndria. Os dados

foram expressos em unidades arbitrarias.
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3.8 Captacao de calcio e probabilidade de abertura do poro mitocondrial

A probabilidade de abertura do poro mitocondrial foi determinada em ambas as
subpopulagdes mitocondriais como descrito na literatura (51; 178). 500 yg de
proteina foram incubados em 2 mL de tampao calcio free contendo 100 mM KCI, 50
mM MOPS, 5 mM KHyPO4, 5 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 5 mM glutamato, and 5 mM
malato a 37°C em um fluorimetro com monitoramento constante da fluorescéncia.
Em seguida, foi adicionado um marcador de calcio (calcium green-5N, Invitrogen)
com excitagdo e emissdo de 488 e 530, respectivamente. Apos a adicdo do
marcador para calcio, foi adicionado calcio ao meio para avaliar a captacédo de calcio
pela mitocondria e em seguida foi feita a infus&o de peroxido de hidrogénio (400 mM)
com fluxo constante de 0.2 yL/ min ate a obtencdo de um platd. A probabilidade de
abertura do poro mitocondrial foi corrigida pela quantidade de calcio captada uma

vez que o0 aumento do calcio no interior do poro pode induzir a abertura do mesmo.

3.9 Estudo da expressao de proteina pelo método de Western Blot

A expressdo do canal Uniporter foi determinada através da técnica de
Western Blot. Para isso, as amostras foram solubilizadas em solugdo tampao RIPA
(150 mM NaCl, 1.0% IGEPAL CA-630, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50
mM Tris, pH 8.0. ) e a concentracédo de proteina foi medida pelo método de Lowry

(135).
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3.9.1 Eletroforese e transferéncia das amostras

Aliquotas do homogeneizado, 20 ug de proteina foram diluidas em solugéo de
Nupage LDS sample buffer 4X (Invitrogen) e em seguida aplicadas no Bis-Tris gel
com gradiente de concentragcédo de 4-20% (Bio-rad). As amostras foram submetidas
a uma eletroforese com tampao MOPS (50 mM MOPS, 50 mM Tris Base, 0.1% SDS,
1 mM EDTA, pH 7.7) em um sistema Criterion Cell (BioRad) durante 1 hora,
aplicando uma corrente constante de 140 V (Power Pac 200, BioRad).

ApOs a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
polivinil difluorida (PVDF, Transfer Membrane, Hybond P, Amersham Life Science),
previamente ativada com metanol. Para a transferéncia, o gel, a membrana e papel
Whatman foram colocados em um sistema semi-dry (Bio-rad) contendo a solugéo de
transferéncia (50 mM MOPS, 50 mM Tris Base, 1 mM EDTA e Metanol 20 %). O

sistema foi submetido a uma corrente de 20v durante 1 hora.

3.9.1.2 Incubagao com o anticorpo e detecg¢ao da proteina

As membranas foram incubadas durante 60 minutos, a temperatura ambiente,
com uma solugdo bloqueante (leite desnatado 5 % Tris- 25 mM, NaCl 137 mM e
Tween 20 0,2 %) para evitar a unido nao especifica com reativos ndo imunologicos.
Em seguida estas mesmas membranas foram incubadas durante a noite, sob
agitacdo com solugdo bloqueante contendo o anticorpo primario monoclonal de
camundongo para CBARA 1:1000 (Sigma). Apos este procedimento, as membranas
foram lavadas com solug&o de TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 100 mM e Tween 20 0,1 %)
por 60 minutos, sob agitagdo. Posteriormente, foram incubadas por 60 minutos, a
temperatura ambiente e sob agitacdo, com anticorpo secundario 1:3000 (Cell

Signaling). Apos expor as membranas, as mesmas foram incubadas com Ponceau
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staning por 15 min para verificar a uniformidade do carregamento protéico e o
mesmo foi utilizado como fator de corregcao das expressoes protéicas investigadas. A
proteina foi detectada por uma reagao de quimiluminescéncia, utilizando um sistema
de deteccao (ECL,ThermoScientific) incubando as membranas por 5 minutos. As
membranas foram colocadas em foto documentador sensivel a quimiluminescéncia
(Bio-rad). As bandas das proteinas foram quantificadas mediante andlise
densitométrica. A analise das bandas foi feita através de um programa de analise de

imagens (NIH Image 1.61).

3.10 Resisténcia ao calcio

O teste de tolerancia ao calcio foi realizado como descrito na literatura (30; 177). A
mitocdndria foi resuspendida em tampéo calcio free (contendo 100 mM KCI, 50 mM
MOPS, 5 mM KH,PO4, 5 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 5 mM glutamato, and 5 mM
malato, pH 7.4) com concentragao final de 2 mg/ml de proteina em uma placa de 96
pocos. Em seguida, a placa foi inserida em um leitor de placas (Molecular Devices,
USA) e aquecida a 37°C. Apds atingir 37°C, foi feita uma leitura de absorbancia a
540 nm por 2 min a fim de se obter valores basais de absorbancia. Apds essa leitura,
foi adicionado cloreto de calcio na concentracao final de 100 e 500 nM e nova leitura

foi realizada por 20 min.
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3.11 Expressao dos resultados e andlise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. Os

(el

valores de “n” representam o numero de animais utilizados em cada protocolo
experimental.

A analise estatistica dos resultados foi realizada por analise de variancia
(ANOVA), uma ou duas vias, medidas repetidas ou completamente randomizada.
Quando a ANOVA apresentava significancia estatistica o teste post-hoc de
Bonferroni era realizado (GraphPad Prism Software, San Diego, CA, E.U.A). Os
resultados foram considerados estatisticamente significantes para valores de P <

0,05.

3.13 Farmacos e reagentes utilizados

-Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) (Sigma)
-Acido Etilenoglicoltetracético (Sigma)

-Albumina bovina Fraction V (Sigma)

-Anticorpo de camundongo anti-CBARA (Sigma)
-Anti-imunoglobulina G de camundongo (Cell Signaling)
-Azul brilhante de Coomassie G (BioRad)

-Azul brilhante de Coomassie R (Sigma)
-Cloreto de calcio (Sigma)

-Cloreto de potassio (Sigma)

-Cloreto de sédio (Sigma)

-DL-Ditiotreitol (DTT) (Sigma)

-Etanol absoluto (Sigma)

-Fosfato de potassio (Sigma)

-Fosfato de sédio (Merck)

-Leite desnatado (Bio-Rad)

-Metanol (Sigma)
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-3-(N-Morpholino)propanesulfonic acid (MOPS)

-Reagente para deteccado de Western Blot (ECL) (Thermo Scientific)
-Sulfato de Magnésio

-Adenosine 5'-triphosphate (ATP)

-Hidroxido de Potassio (Sigma)

- dihidrogenofosfato de potassio (Sigma)

-Cloreto de Magnesio (Sigma)

-Glutamato (Sigma)

-Malato (Sigma)

-Rotenona (Sigma)

-Succinato (Sigma)
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IV RESULTADOS

4.1 Curva de sobrevida

Com o intuito de analisaros efeitos da dieta hiperprotéica sobre a sobrevida de animais com
hipertrofia cardiaca, foi avaliada a mortalidade dos animais TAC e TAC Proteina ao longo de
22 semanas. Os dados mostram, claramente, que a dieta hiperprotéica aumentou a

mortalidade no grupo TAC Proteina apés 50 dias (figura 1).
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Figura 1: Curva de sobrevida em fungédo do tempo de duracédo da dieta hiperprotéica. Os resultados estéao

expressos como média * desvio padrdo da média. P<0,05 pelo teste de Mantel-Cox. n = 12-15
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4.2 Anadlise ponderal ap6s 14 semanas de dieta

A dieta hiperprotéica somada a hipertrofia cardiaca foi capaz de induzir significativa perda de
peso em relagcédo aos animais SHAM. Com relagédo ao peso do pulmao, atrio, ventriculos direito
e esquerdo, notou-se que esses valores aumentaram, mas que esse aumento foi devido a
hipertrofia induzida pela cirurgia e, que a dieta hiperprotéica, ndo foi capaz de altera-los.

Em se tratando da gordura retroperitoneal, da gordura em volta do epididimo e do peso dos
rins, observou-se que esses valores encontram-se reduzidos devido a hipertrofia induzida pela

cirurgia e que a dieta hiperprotéica ndo foi capaz de altera-los.
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Tabela 1 — Dados ponderais dos animais SHAM e TAC apds dieta normal e hiperprotéica

durante 14 semanas

Dieta padrao Dieta hiperprotéica
SHAM TAC SHAM TAC

Peso corporal (g) 408 £ 8 390+ 7 419+ 9 375+ 7
Pulmao(g) 1.47 £ 0.05 5.23+0.18* 1.48 £ 0.05 4.96 + 0.42*
Peso do atrio (mg) 57.29+5.15 212.94 + 12.80* 59.66 + 6.31 196.85 + 18.44*
Peso do ventriculo direito (g) 0.19 + 0.006 0.41+£0.01* 0.19 £ 0.007 0.40 £ 0.01*
Razaoventriculo direito/peso corporal (mg/g) 0.48 £0.01 1.06 = 0.02* 0.46 £ 0.01 1.07 £ 0.049*
Razao ventriculo direito/tibia (mg/mm) 5.01+£0.15 10.49 £ 0.29* 4.57 £ 0.36 10.26 £ 0.42*
Peso ventriculo esquerdo (mg) 876 + 18 1282 + 33* 926 + 24 1294 + 44*
Razao ventriculo esquerdo/peso corporal (mg/g) 2.13 £ 0.02 3.28 + 0.07* 2.21+0.03 3.46 +0.1*
Razao ventriculo esquerdo/tibia (mg/mm) 2213+ 0.41 32.53+0.75* 23.49 + 0.52 33.38+1.11*
Gordura retroperitoneal (g) 3.63 + 0.31 215+ 0.16* 3.88 £ 0.21 212 +0.11*
Gordura epididimo (g) 448 +£0.28 3.35+0.16* 447 +£0.25 297 £0.13*
Figado (g) 12.05+ 0.23 12.67 £ 0.27 12.57 £ 0.41 1211+ 0.34
Rins (g) 2.53 +0.06 1.94 + 0.04* 2.68 + 0.06 210+ 0.05*
Razdomassa renal/peso corporal (mg/g) 6.13 +0.09 4.99 + 0.09* 6.41+0.14 5.61+0.13*#

Os valores estao expressos em media + erro padrdo da média. *P<0.05 vs respectivo SHAM.

ANOVA 2 vias e post hoc de Bonferroni.n= 12-15
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4.3 Avaliagcao ecocardiografica apos 14 semanas de dieta

Com o intuito de avaliar os efeitos da dieta hiperprotéica sobre o desenvolvimento eprogressao
da hipertrofia cardiaca neste modelo estudado, foi feita uma avaliagdo ecocardiografica, uma
semana antes do sacrificio dos animais, a fim de avaliar, principalmente, a presengca de
dilatagdo da camara ventricular esquerda, e, também, a possivel queda da fracdo de ejecao e
de encurtamento. De acordo com a tabela 2, podemos verificar que nao houve diferenga na
freqUéncia e débito cardiaco, e do volume sistdlico entre os grupos estudados.

Em contrapartida, verificamos que apdés 13 semanas de tratamento, houve um aumento do
volume sistdlico, volume diastdlico e volume sistdlico final nos grupos TAC que receberam
dieta padrao e hiperprotéica. Além disso, verificamos que os animais TAC, que receberam
dieta padrdo e/ou hiperprotéica, apresentaram queda da fragao de ejecdo, além da fracédo de

encurtamento em relagdo ao grupo SHAM.
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Tabela 2 - Avaliacdo ecocardiografica dos animais SHAM e TAC apds dieta padrdo e

hiperprotéica durante 14 semanas.

Dieta padrao

Dieta hiperprotéica

SHAM TAC SHAM TAC
Frequéncia cardiaca (bpm) 35917 3425 349 + 12 337 +5
Debito cardiaco (ml/min) 144 £ 9 142 + 14 127 £ 14 144 + 15
Volume sistolico (ml) 0.4 +£0.02 0.41+0.04 0.36 £ 0.03 0.42 +0.04
Volume diastélico (ml) 0.5+0.03 0.64 + 0.05* 0.45 £ 0.04 0.64 + 0.06*
Volume sistolico final (ml)  0.09 + 0.009 0.22 + 0.02* 0.09 £ 0.01 0.22 +0.03*
Fracéo de ejegao (%) 82+13 64 +2.2* 8023 67 £2.9*
Fracao de encurtamento
(%) 44 + 1.6 30 +£1.5* 42 +2.3 32+2*

Os valores estao expressos em media + erro padrdo da média. *P<0.05 vs SHAM. ANOVA 2

vias e post hoc de Bonferroni. n = 12-15



Resultados 64

4.4 Analise funcional da fragao interfibrilar mitocondrial — Estado Il

A fim de avaliar os efeitos da dieta hiperprotéica sobre bioenergética mitocondrial da fragao
interfibrilar de ratos SHAM e TAC, principalmente sobre o estado Ill, no qual o consumo de
oxigénio € maximo com reagdo limitada pela quantidade de ADP adicionado, foi feita uma
avaliacdo funcional dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial utilizando-se os
substratos classicos descritosna literatura. De acordo com a figura 2, durante 14 semanas
pode-se verificar que nem a hipertrofia, nem a dieta hiperprotéica, ou a combinag¢ao de ambas,
alteraram o estado Ill de consumo de oxigénio pela mitocéndria.

Para efeito de teste, foi utilizado glutamato + malato como substrato para avaliagdo do
complexo | da cadeia respiratoria (Figura 2 A), rotenona + succinato como substrato para
avaliagao do complexo Ill (Figura 2 C) e palmitoil-carnitina como substrato para avaliagao da

beta oxidagao (Figura 2 B).
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Figura 2. Avaliagdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial da fragao interfibrilar isolada de ratos
SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 14 semanas. (A) Estado Il de
consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Estado Ill de consumo de oxigénio com
substrato palmitoil-carnitina. (C) Estado Ill de consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato.
Valores expressos em nanomol de oxigénio atdmico/min/mg de proteina. Os resultados estdo expressos
como média + erro padrao da média. P>0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15
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4.5 Analise funcional da fragao interfibrilar mitocondrial — Estado IV

Objetivando avaliar os efeitos da dieta hiperprotéica sobre a cadeia respiratéria mitocondrial da
fragao interfibrilar de ratos SHAM e TAC, principalmente sobre o estado IV de consumo de
oxigénio, o qual representa o estado de “repouso” pelo baixo consumo de oxigénio na auséncia
de ADP, foi feita uma avaliagcdo funcional dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial
utilizando-se os substratos classicos descrito na literatura. De acordo com a figura 3, pode-se
verificar, durante 14 semanas, que nem a hipertrofia, nem a dieta hiperprotéica ou a
combinagao de ambas, alteraram o estado IV de consumo de oxigénio da mitocondria. Para
essa analise, foi utilizado glutamato + malato como substrato para avaliagdo do complexo | da
cadeia respiratdria (Figura 3 A), rotenona + succinato como substrato para avaliagdo do
complexo Il (Figura 3 C) e palmitoil-carnitina como substrato para avaliacdo da beta oxidagao

(Figura 3 B).
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Figura 3. Avaliacao funcional da cadeia respiratéria mitocondrial interfibrilar isolada de ratos SHAM e

Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 14 semanas. (A) Estado IV de consumo de

oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Estado IV de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-

carnitina. (C) Estado IV de consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato. Valores expressos em

nanomol de oxigénio atdbmico/min/mg de proteina. Os resultados estdo expressos como média

padrdo da média. P> 0.05 ANOVA 2 vias.n = 12-15
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4.6 Analise funcional da fragao interfibrilar mitocondrial — Estado IV + Oligomicina

Um dos marcadores da disfungdo mitocondrial € o consumo de oxigénio sem a producgao de
ATP devido ao desacoplamento dos complexos da cadeia respiratéria. Para verificar um
possivel vazamento dos elétrons pelo complexo | e lll, foi adicionado Oligomicina, um inibidor
do complexo V da cadeia respiratoria. Quando o complexo V € inibido, o consumo de oxigénio
nao é interrompido, porém, verifica-se que existe uma queda nesse consumo e o ATP nao é
sintetizado. Logo, conclui-se que se houver um consumo maior de oxigénio apos a inibigdo do
complexo V, percebe-se um possivel desacoplamento dos complexos da cadeia respiratoria.

Os dados apresentados na figura 4 sugerem que nado houve desacoplamento da cadeia

respiratoria, uma vez que nao houve diferenga entre os grupos estudados.
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Figura 4. Avaliacao funcional da cadeia respiratéria mitocondrial interfibrilar isolada de ratos SHAM e
Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 14 semanas. (A) Estado IV de consumo de
oxigénio com substrato malato + glutamato + Oligomicina. (B) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato palmitoil-carnitina + Oligomicina. (C) Estado IV de consumo de oxigénio com substrato rotenona +
succinato+ Oligomicina. Valores expressos em nanomol de oxigénio atdbmico/min/mg de proteina. Os

resultados estdo expressos como média + erro padrdao da média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15
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4.7 Analise funcional da fragao interfibrilar mitocondrial — RCR

O RCR é definido como a razédo do estado lll pelo Estado IV de consumo de oxigénio. E um
indice para verificar o “acoplamento” ou “eficiéncia” da cadeia respiratéria mitocondrial. O valor
do RCR pode sofrer alteracbes caso ocorra vazamento de elétrons pelos complexos
mitocondriais, 0 que geraria a elevacao do estado |V, e por conseguinte a diminuigao do indice
e , no caso de uma reducao do estado lll, também ocorreria uma reducao do indice.

Os dados apresentados sugerem que a dieta hiperprotéica durante 14 semanas néao foi capaz
de alterar os valores de RCR, tanto em animais do grupo controle quanto em animais do grupo

TAC (figura 5).
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Figura 5. Avaliagado funcional da cadeia respiratéria mitocondrial interfibrilar isolada de ratos SHAM e TAC
tratados com dieta normal e hiper protéica por 14 semanas. (A) Razao de controle respiratorio (RCR) de
consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Razao de controle respiratério (RCR) de
consumo de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina. (C) Raz&do de controle respiratério (RCR) de
consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato. Os resultados estdo expressos como média +
erro padrao da média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15
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4.8 Analise funcional da fragcdo interfibrilar mitocondrial — Razdao fosfato/oxigénio -
ADP:O

A razéo fosfato/oxigénio (ADP:O) € um indicativo de quanto oxigénio é reduzido na
fosforilagdo para cada ADP consumido. Os dados apresentados sugerem que a dieta
hiperprotéica durante 14 semanas n&o foi capaz de alterar a razdo ADP:O ,tanto em animais

do grupo controle quanto em animais do grupo TAC (figura 6).

Razao ADP:O
i

SHAM SHAM Proteina TAC TAC Proteina

B
1

Razao ADP:O
il

-
1

SHAM  SHAM ProteinaTAC TAC Proteina

Razdo ADP:O

1- -
0-

SHAM SHAM Proteina TAC TAC Proteina

Figura 6. Avaliagdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial interfibrilar isolada de ratos SHAM e
Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 14 semanas. (A) Razao fosfato/Oxigénio
(ADP:0) de consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Razao fosfato/Oxigénio (ADP:O) de
consumo de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina. (C) Razao fosfato/Oxigénio (ADP:O) de consumo de

oxigénio com substrato rotenona + succinato. Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo da
média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15
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4.9 Analise funcional da fragcao subsarcolemal mitocondrial — Estado Il

Para avaliar os efeitos da dieta hiperprotéica sobre a cadeia respiratoria mitocondrial da
fracaosubsarcolemal de ratos SHAM e TAC, principalmente sobre o estado Ill, no qual o
consumo de oxigénio € maximo com reagao limitada pela quantidade de ADP adicionado, foi
feita uma avaliacdo funcional dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial utilizando-se
0s substratos classicos descrito na literatura.

De acordo com a figura 6, pode-se verificar que nem a hipertrofia, nem a dieta hiperprotéica,
ou a combinacdo de ambas durante 14 semanas alteraram o estado Ill de consumo de
oxigénio pela mitocéndria.

Para avalia-lo, utilizou-se o glutamato + malato como substrato para avaliagdo do complexo |
da cadeia respiratoria (Figura 7 A) e rotenona + succinato como substrato para avaliagdo do
complexo Il (Figura 7 C).

Quando comparado ao grupo SHAM, o estado Ill foi menor no grupo TAC Proteina com a

utilizagao de palmitoil-carnitina como substrato para avaliagao da beta oxidagao (Figura 7 B).
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Figura 7. Avaliagdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal isolada de ratos SHAM e
Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 14 semanas. (A) Estado Ill de consumo de
oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Estado Il de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-
carnitina. (C) Estado Il de consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato. Valores expressos em
nanomol de oxigénio atdmico/min/mg de proteina. Os resultados estao expressos como média + erro padrao
da média. *P<0,05 ANOVA 2 vias seguido de post hoc de Bonferroni.n = 12-15
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4.10 Analise funcional da fragcao subsarcolemal mitocondrial — Estado IV

Com o objetivo de avaliar os efeitos da dieta hiperprotéica sobre a cadeia
respiratéria mitocondrial da fragdo subsarcolemal de ratos SHAM e TAC,
principalmente sobre o estado IV de consumo de oxigénio, o qual representa o
estado de “repouso” pelo baixo consumo de oxigéniona ausencia de ADP, foi feita
uma avaliacdo funcional dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial
utilizando-se os substratos classicos descrito na literatura. De acordo com a figura 8,
pode-se verificar que nem a hipertrofia, nem a dieta hiperprotéica, ou a combinacao
de ambos, durante 14 semanas,alteraramo estado IV de consumo de oxigénio da
mitocondria. Ultilizou-se glutamato + malato como substrato para avaliagédo do
complexo | da cadeia respiratéria (Figura 8 A), rotenona + succinato como substrato
para avaliagao do complexo Il (Figura 8 C) e palmitoil-carnitina como substrato para

avaliagao da beta oxidagao (Figura 8 B).
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Figura 8. Avaliagao funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal isolada de ratos
SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiper protéica por 14 semanas. (A)
Estado IV de consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Estado IV de consumo
de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina. (C) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Valores expressos em nanomol de oxigénio atdmico/min/mg de
proteina. Os resultados estdo expressos como média * erro padrao da média. P> 0,05 ANOVA
2 vias.n =12-15
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4.11 Anadlise funcional da fragcdo subsarcolemal mitocondrial — Estado IV +

Oligomicina

Um dos marcadores da disfungdo mitocondrial e 0 consumo de oxigénio sem a
producao de ATP devido ao desacoplamento dos complexos da cadeia respiratéria.
Esse “vazamento” de elétrons ocorre principalmente pelo complexo | e lll. Com a
adicao de Oligomicina, um inibidor do complexo V da cadeia respiratéria, o consumo
de oxigénio nao e interrompido, porém, verifica-se que existe uma queda do
consumo de ATP, sugerindo que, se houver um consumo maior de oxigénio apods a
inibicdo do complexo V, verifica-se um possivel desacoplamento dos complexos da
cadeia respiratoria.

Os dados apresentados na figura 9 indicam que nao houve desacoplamento da

cadeia respiratdria, ja que nao houve diferenga entre os grupos estudados.
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Figura 9. Avaliagcéo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal isolada de ratos
SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiper protéica por 14 semanas. (A)
Estado IV de consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato + Oligomicina. (B) Estado
IV de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina + Oligomicina. (C) Estado IV de
consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato+ Oligomicina. Valores expressos em
nanomol de oxigénio atdbmico/min/mg de proteina. Os resultados estdo expressos como média *
erro padrao da média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15
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4.12 Analise funcional da fragao subsarcolemal mitocondrial - RCR

A razao controle respiratério (RCR) é definida como a razdo do estado Il pelo
estado IV de consumo de oxigénio e € um indice para verificar o “acoplamento” ou
“eficiéncia” da cadeia respiratdria mitocondrial, ja que um possivel “vazamento” de
elétrons pelos complexos mitocondriais elevaria os valores do estado |V,
consequentemente levando a reducéo desse indice. Outro fato que poderia gerar a
reducao deste indice seria uma possivel diminuicdo do estado Illl de consumo de
oxigénio.

Os dados apresentados sugerem que a dieta hiperprotéica, durante 14 semanas,
nao foi capaz de alterar os valores de RCR, tanto em animais do grupo controle

quanto em animais do grupo TAC (figura 10).
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Figura 10. Avaliagdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal isolada de
ratos SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 14 semanas. (A)
Razao de controle respiratorio (RCR) de consumo de oxigénio com substrato malato +
glutamato. (B) Raz&o de controle respiratério (RCR) de consumo de oxigénio com substrato
palmitoil-carnitina. (C) Razdo de controle respiratério (RCR) de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da
média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15
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4.13 Analise funcional da fragdo subsarcolemal mitocondrial — Razao
fosfato/oxigénio - ADP:O

A razao fosfato/oxigénio (ADP:O) é um indicativo de quanto oxigénio é reduzido na
fosforilacdo de cada ADP. Os dados apresentados sugerem que a dieta
hiperprotéica, durante 14 semanas, nao foi capaz de alterar a razdo ADP:O,tanto em

animais do grupo controle quanto em animais do grupo TAC (figura 11).
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Figura 11. Avaliagdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal isolada de
ratos SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 14 semanas. (A)
Razao fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B)
Razao fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina. (C)
Razao fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato.
Os resultados estao expressos como média * erro padrao da média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n =
12-15
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4.14 Analise da resisténcia ao calcio

A analise de resisténcia ao calcio foi feita com a incubacdo da mitocondria em uma
solugédo sem calcio na presenga dos substratos glutamato + malato.

Apoés a incubacao da mitocdndria no tampao calcio free, foi feita uma leitura durante
2 minutos, a fim de estabelecer valores basais de absorbancia. Em seguida, foi
adicionado cloreto de calcio nas concentragdes finais de 1 e 5 mM seguido de nova
leitura por 20 minutos, a 37 graus Celsius. Quando a concentragao de calcio no meio
extramitocondrial aumenta a niveis supra fisiolégicos, a mitocondria comeca a captar
calcio com subsequente abertura do poro mitocondrial. De acordo com a figura 12,
pode-se observar que a dieta hiperprotéica nao alterou a resisténcia ao calcio de

ambas as subpopulacdes mitocondriais em animais SHAM ou TAC.
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Figura 12. Queda da absorbancia apds adi¢ao de calcio na concentragao final de 100 e 500 nM

em ambas as subpopulagbes mitocondriais de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) com dieta

normal e
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hiperprotéica apés 14 semanas de tratamento. Os resultados estdo expressos como
rro padrao da média. P> 0,05 ANOVA 2 vias.n = 12-15
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4.15 Analise da captagcdo de calcio e probabilidade de abertura do poro

mitocondrial — Fragao interfibrilar

Para avaliar a captagdo de calcio e abertura do poro pela mitocéndria entre os
grupos estudados, a mitocondria foi novamente incubada em um tampéo calcio free
na presenga do marcador de calcio (calciumgreen 5N), o qual emite fluorescéncia
verde na presencga de calcio livre. Em seguida, foi adicionado calcio e a captagao foi
medida pela queda da fluorescéncia com o decorrer do tempo. Apos a estabilizacao,
iniciou-se a perfusdo de peroxido de hidrogénio (400mM) em um fluxo de 0.2 pl/min
para indugao da abertura do poro mitocondrial.

Como ja era esperado, de acordo com a figura 13 A e B, observa-se que a hipertrofia
cardiaca promoveu uma diminuigdo da captacdo de calcio e um aumento da
probabilidade de abertura do poro mitocondrial.

Pode-se observar que, a dieta hiperprotéica ndo alterou o aumento da captacao de
calcio e a abertura do poro mitocondrial, que foi induzido pela hipertrofia cardiaca na

subpopulacgao interfibrilar no decorrer de 14 semanas.
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Figura 13. Captagao de calcio (A) e probabilidade de abertura do poro mitocondrial (B) da fragao

interfibrilar de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) com dieta normal e hiperprotéica apds 14

semanas de tratamento. Os resultados estao expressos como média * erro padrdo da média. P<
0,05 ANOVA 2 vias seguido de post hoc de Bonferroni.n = 12-15
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4.16 Analise da captagcdo de calcio e probabilidade de abertura do poro

mitocondrial — Fragao subsarcolemal

Quando a subpopulagao subsarcolemal foi avaliada, observou-se que a dieta
hiperprotéica aumentou a captagcédo de calcio em ratos SHAM e TAC (figura 14 A).
Além disso, foi observado que a probabilidade de abertura do poro mitocondrial
também esta aumentada nos ratos TAC que receberam a dieta hiperprotéica quando
comparados aos animais TAC que somente receberam dieta padrdao. A dieta
hiperprotéica nao alterou a probabilidade de abertura do poro mitocondrial em ratos

SHAM (figura 14 B).
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Figura 14. Captacgéao de calcio (A) e probabilidade de abertura do poro mitocondrial (B) da fracao

subsarcolemal de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) com dieta normal e hiperprotéica apos 14

semanas de tratamento. Os resultados estdo expressos como média * erro padrdao da média. P<
0,05 ANOVA 2 vias seguido de post hoc de Bonferroni.n = 12-15
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4.17 Expressado protéica do canal Uniporter em ambas subpopula¢gées
mitocondriais

Como a captagao de calcio pela mitocéndria foi maior nos grupos que receberam a
dieta hiperprotéica, foi avaliada a expressao protéica no canal uniporter. Esse canal
desempenha papel fundamental na entrada de calcio na mitocéndria. Ele
desempenha um papel similar ao canal de calcio do tipo L presente na membrana
externa da célula. Toda a entrada de calcio ocorre através dele.

Em relacdo a subpopulagdo IFM, a expressdo do canal ndo foi estatisticamente
significante quando comparado ao grupo SHAM. Embora os valores nos grupos
SHAM Proteina, TAC e TAC Proteina dobraram no decorrer de 14 semanas (figura
15 A)

Em relagdo a subpopulagdo SSM, a expressdo do canal foi maior no grupo TAC
quando comparado ao grupo SHAM. Embora os demais grupos apresentem valores

maiores, a expresséo deste canal ndo foi estatisticamente significante.
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Figura 15. Anadlise densitométrica de Western Blot para expressao protéica do canal uniporter
em ambas subpopulagbes mitocondriais de ratos SHAM e Insuficientes (TAC) com dieta normal
e hiperprotéica apés 14 semanas de tratamento. As fotos acima mostram as bandas
representativas da expressdo do canal da fragédo interfibrilar (A) e subsarcolemal (B). Os
resultados estdo expressos como meédia + erro padrdo da média. P< 0,05 ANOVA 2 vias

seguido de post hoc de Bonferroni. n = 12-15
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4.18 Andlise ponderal ap6s 22 semanas de tratamento

Como este modelo de insuficiéncia cardiaca depende tanto do tamanho do clipe
quanto do tempo, foi realizado um segundo estudo para verificar se a dieta
hiperprotéica teria um papel maior ao longo do tempo. Os dados mostram que, apos
14 semanas de tratamento, os animais TAC apresentaram hipertrofia tanto da
camara ventricular direita quanto da camara ventricular esquerda, e que a dieta
hiperprotéica novamente nao foi capaz de alterar esses valores. Em relacdo ao peso
corporal, ndo foi observado nenhuma alteragao tanto pela cirurgia quanto pela dieta
no decorrer de 22 semanas. Com relagao ao peso do pulméo e atrio, notou-se que
esses valores apresentaram aumentados, mas que esse aumento foi devido a
hipertrofia induzida pela cirurgia e que a dieta hiperprotéica ndo foi capaz de altera-
los. Em se tratando da gordura retroperitoneal, da gordura em volta do epididimo e
do peso dos rins, observou-se que esses valores encontram-se reduzidos devido a
hipertrofia induzida pela cirurgia e que a dieta hiperprotéica ndo foi capaz de altera-

los.
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Tabela 3 - Dados ponderais dos animais SHAM e TAC ap6s dieta normal e hiperprotéica durante 22

semanas
Dieta padrao Dieta hiperprotéica

SHAM TAC TAC
Peso corporal (g) 450 £ 10 424 + 11 423+ 9
Pulméo (g) 1.70 £ 0.03 3.75 + 0.26* 4.06 + 0.29*
Peso do atrio (mg) 81.9+43 294 £ 17* 256 + 23.4*
Peso do ventriculo direito (g) 0.21 £ 0.006 0.396 £ 0.02* 0.424 + 0.02*
Razao ventriculo direito/peso corporal (mg/g) 0.46 + 0.009 0.94 + 0.05* 1.00 + 0.06*
Razao ventriculo direito /tibia (mg/mm) 514 +0.13 9.72 £ 0.53* 10.46 + 0.65*
Peso ventriculo esquerdo (mg) 984 + 22 1411 + 46* 1477 + 52*
Razao ventriculo esquerdo/peso corporal (mg/g) 2.19 + 0.04 3.33+0.07* 3.50+0.11*
Razao ventriculo esquerdo /tibia (mg/mm) 24.01+£0.48 34.63 £ 1.06* 36.42 £ 1.29*
Gordura retroperitoneal (g) 5.08 + 0.26 3.41+0.32* 2.81+0.34*
Gordura epididimo (g) 5.44 + 0.39 4.30 £ 0.22* 3.88 + 0.30*
Peso figado (g) 12.63 + 0.30 12.72 + 0.48 13.32+0.38
Peso rins (g) 2.74+0.05 2.16 £ 0.07* 2.33 £ 0.06*
Razao massa renal/peso corporal (mg/g) 6.11+ 0.11 495+ 0.12* 552+ 017"

Os valores estao expressos em média [J erro padrao da média. *P<0.05 vs SHAM. ANOVA1 via e post

hoc de Bonferroni.n = 12-15
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4.19 Avaliagcao ecocardiografica apos 22 semanas de tratamento

A analise ecocardiografica mostrou que os animais TAC e TAC Proteina
apresentaram menor frequéncia cardiaca, fragdo de ejecdo e fragcdo de

encurtamento e maior volume diastdlico final apos 22 semanas (tabela 4).

Tabela 4 - Avaliagdo ecocardiografica dos animais SHAM e TAC apds dieta padréo e

hiperprotéica durante 22 semanas

Dieta padrao Dieta hiperprotéica

SHAM TAC TAC
Frequéncia cardiaca (bpm) 3665 330 £ 6% 327+ 7
Debito cardiaco (ml/min) 86.1 £9.3 81.4+92 84.7+12.8
Volume sistélico (ml) 0.23+£0.02 0.24 £0.02 0.25+0.03
Volume diastolico (ml) 0.29+£0.03 0.40 £ 0.04 0.44 £ 0.06
Volume sistdlico final (ml) 0.05+0.01 0.15 £ 0.02* 0.18 £ 0.03*
Fracao de ejecéo (%) 84.5+1.9 63.1 £ 2.6" 58.9+ 3.1*
Fracao de encurtamento (%) 482+ 2.7 289+7.1* 26.2+1.9*

Os valores estao expressos em media * erro padrdo da média. *P<0.05 vs SHAM.
ANOVA 2 vias e post hoc de Bonferroni.n = 12-15
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4.20 Analise funcional da fragao interfibrilar mitocondrial — Estado Il

A analise da cadeia respiratoria apos 22 semanas revelou que houve redugao similar
do estado Il de consumo de oxigénio, da frag&o interfibrilar nos grupos TAC e TAC
Proteina, quando o substrato palmitoil-carnitina foi utilizado (figura 16 B). Quando os
complexos | e lll foram avaliados, ndo foram encontradas altera¢gdes nos mesmos
com a utilizagdo de glutamato + malato para analise do complexo | e rotenona +

succinato para analise do complexo IlI (figura 16 A e C).
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Figura 16. Avaliagdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial interfibrilar isolada de ratos
SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiper protéica por 22 semanas. (A)
Estado Il de consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Estado Il de consumo
de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina. (C) Estado Ill de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Valores expressos em nanomol de oxigénio atdmico/min/mg de
proteina. Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo da média. *P<0,05 ANOVA 1
via.n = 12-15
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4.21 Analise funcional da fragao interfibrilar mitocondrial — Estado IV

A analise do estado IV de consumo de oxigénio apos 22 semanas mostrou que nao

houve diferenca entre os grupos avaliados (figura 17 A, B e C).
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Figura 17. Avaliagao funcional da cadeia respiratéria mitocondrial interfibrilar isolada de ratos
SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiper protéica por 22 semanas. (A)
Estado IV de consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Estado IV de consumo
de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina. (C) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Valores expressos em nanomol de oxigénio atdmico/min/mg de
proteina. Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. P> 0,05 ANOVA
1 via.n =12-15
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4.22 Analise funcional da fragao interfibrilar mitocondrial — Estado IV +
Oligomicina

O aumento do consumo de oxigénio com a inibigdo do complexo V com oligomicina
€ um indicativo de desacoplamento mitocondrial. Com o intuito de avaliar um
possivel desacoplamento da cadeia respiratéria apds 22 semanas de tratamento, foi
adicionado Oligomicina ao final do estado IV. Os dados mostram que ndo houve

diferenga entre os grupos estudados (figura 18 A, B e C).
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Figura 18. Avaliagdo funcional da cadeia respiratoria mitocondrial interfibrilar isolada de ratos
SHAM e Insuficientes (TAC) tratados com dieta normal e hiper protéica por 22 semanas. (A)
Estado IV de consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato + Oligomicina. (B) Estado
IV de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina + Oligomicina. (C) Estado IV de
consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato+ Oligomicina. Valores expressos em
nanomol de oxigénio atdmico/min/mg de proteina. Os resultados estdo expressos como média +

erro padrao da média. P> 0,05 ANOVA 1 via.n =12-15
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4.23 Analise funcional da fragao interfibrilar mitocondrial - RCR

A razao controle respiratério (RCR) é definida como a razdo do estado Il pelo
estado IV de consumo de oxigénio e € um indice para verificar o “acoplamento” ou
“eficiéncia” da cadeia respiratdria mitocondrial, ja que um possivel “vazamento” de
elétrons pelos complexos mitocondriais elevaria os valores do estado |V,
consequentemente reduzindo esse indice. A analise apds 22 semanas de tratamento
revelou que o RCR foi menor nos grupos TAC e TAC Proteina com a utilizagado do

substrato palmitoil-carnitina (figura 19 B).
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Figura 19. Avaliacdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial interfibrilar isolada de ratos
SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e hiper protéica por 22 semanas. (A)
Razao de controle respiratorio (RCR) de consumo de oxigénio com substrato malato +
glutamato. (B) Raz&o de controle respiratério (RCR) de consumo de oxigénio com substrato
palmitoil-carnitina. (C) Razdo de controle respiratério (RCR) de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da
média. *P< 0,05 ANOVA 1 via.n = 12-15
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4.24 Analise funcional da fragao interfibrilar mitocondrial — Razao
fosfato/oxigénio - ADP:O

A razéo fosfato/oxigénio (ADP:O) € um indicativo de quanto oxigénio é reduzido na
fosforilagcdo de cada ADP. Os dados de 22 semanas mostraram que n&o houve
diferenca na razdo ADP:O entre os grupos avaliados com a utilizagdo dos substratos

classicos descritos na literatura (figura 20 A, B e C).
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Figura 20. Avaliacao funcional da cadeia respiratoria mitocondrial interfibrilar isolada de ratos
SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 22 semanas. (A)
Razao fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B)
Razao fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina. (C)
Razao fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato.
Os resultados estdo expressos como média * erro padrdao da média. P> 0.05 ANOVA 1 via.n =
12-15
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4.25 Analise funcional da fragdao subsarcolemal mitocondrial — Estado Il

Quando comparado ao grupo controle, apds 22 semanas de tratamento houve uma
reducdo do estado Ill de consumo de oxigénio no grupo TAC Proteina com a
utilizacado de glutamato + malato como substrato (figura 21A). Além disso, o Estado
[l de consumo de oxigénio também esta reduzido com a utilizagdo de palmitoil-

carnitina como substrato (figura 21 B).
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Figura 21. Avaliagdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal isolada de
ratos SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 22 semanas. (A)
Estado Il de consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Estado Il de consumo
de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina. (C) Estado Ill de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Valores expressos em nanomol de oxigénio atdmico/min/mg de
proteina. Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo da média. *P<0,05 ANOVA 1

via e post hoc de Bonferroni.n = 12-15
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4.26 Analise funcional da fragcao subsarcolemal mitocondrial — Estado IV

Quando foi avaliado o estado IV de consumo de oxigénio, ndo foi observada
diferenca estatistica entre os grupos estudados com a utilizagdo dos substratos
classicos para avaliagdo do consumo de oxigénio descrito na literatura (figura 22 A,

BeC).
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Figura 22. Avaliagdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal isolada de
ratos SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 22 semanas. (A)
Estado IV de consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B) Estado IV de consumo
de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina. (C) Estado IV de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Valores expressos em nanomol de oxigénio atdmico/min/mg de
proteina. Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo da média. P>0,05 ANOVA 1
via.n = 12-15
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4.27 Anadlise funcional da fragcdo subsarcolemal mitocondrial — Estado IV +

Oligomicina

O bloqueio do complexo V pelo Oligomicina mostrou que ndo houve um aumento do
consumo de oxigénio nos grupos TAC e TAC Proteina quando comparados ao grupo

SHAM com a utilizagdo dos substratos classicos da literatura (figura 23 A, B e C).
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Figura 23. Avaliagdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal isolada de
ratos SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 22 semanas. (A)
Estado IV de consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato + Oligomicina. (B) Estado
IV de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina + Oligomicina. (C) Estado IV de
consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato + Oligomicina. Valores expressos em
nanomol de oxigénio atdbmico/min/mg de proteina. Os resultados estdo expressos como média *

erro padrao da média. P> 0,05 ANOVA 1 via.n =12-15
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4.28 Analise funcional da fragcao subsarcolemal mitocondrial - RCR

A anadlise apds 22 semanas de tratamento mostrou que os valores de RCR
encontram-se reduzidos nos grupos TAC e TAC Proteina com a utilizagdo de

palmitoil-carnitina como substrato (figura 24 B).
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Figura 24. Avaliagdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal isolada de
ratos SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 22 semanas. (A)
Razao de controle respiratorio (RCR) de consumo de oxigénio com substrato malato +
glutamato. (B) Raz&o de controle respiratério (RCR) de consumo de oxigénio com substrato
palmitoil-carnitina. (C) Razdo de controle respiratério (RCR) de consumo de oxigénio com
substrato rotenona + succinato. Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da
média. *P< 0,05 ANOVA 1 via e post hoc de Bonferroni.n = 12-15
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4.29 Analise funcional da fragdo subsarcolemal mitocondrial — Razao

fosfato/oxigénio ADP:O

A razao fosfato/oxigénio ADP:O nao foi diferente entre os grupos estudados apos 22
semanas de tratamento. Foram utilizados os principais substratos para avaliar este

dado na subpopulagéo subsarcolemal (figura 25 A, B e C).
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Figura 25. Avaliagdo funcional da cadeia respiratéria mitocondrial subsarcolemal isolada de
ratos SHAM e Insuficiente (TAC) tratados com dieta normal e hiperprotéica por 22 semanas. (A)
Razao fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com substrato malato + glutamato. (B)
Razao fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com substrato palmitoil-carnitina. (C)
Razao fosfato/oxigénio (ADP:O) de consumo de oxigénio com substrato rotenona + succinato.
Os resultados estdo expressos como média * erro padrdao da média. P> 0,05 ANOVA 1 via.n =
12-15
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4.30 Andlise da resisténcia ao calcio

A resisténcia ao calcio foi avaliada com a incubacédo da mitocéndria em um tampéo
Ca?* free com os substratos glutamato + malato a 37°C. Apds a leitura da
absorbancia em 540 nm por 2 minutos, foi adicionado cloreto de calcio para atingir
uma concentracdo final de 100 e 500 nM em ambas as subpopulagdes
mitocondriais. Apds a adicdo de calcio ao meio, a mitocoOndria comeca a captar
calcio para a matriz mitocondrial. Com o aumento de calcio no interior da mitocéndria
(niveis normais e supra fisiologicos neste caso), o poro mitocondrial comega a abrir e
o0 processo de ruptura das membranas mitocondriais se inicia. A ruptura da
membrana € marcada com a queda da absorbancia em 540 nm. A analise da
resisténcia ao calcio mostrou que apds 22 semanas de tratamento, ambas
subpopulag¢des mitocondriais dos grupos TAC e TAC proteina se tornaram menos
resistente ao calcio, em ambas as concentragdes estudadas (figura 26). A dieta

hiperprotéica nao alterou a resisténcia ao calcio.
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Figura 26. Queda da absorbancia apos adicao de calcio na concentracgéao final de 100 e 500 nM

em ambas as subpopulagbes mitocondriais de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) com dieta

normal e hiper protéica apds 22 semanas de tratamento. Os resultados estdo expressos como

média  erro padrdo da média. *P< 0,05 ANOVA 2 vias post hoc de Bonferroni.n = 12-15
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4.31 Analise da captacdo de calcio e probabilidade de abertura do poro
mitocondrial — Fragao subsarcolemal

Ao contrario do que foi observado apos 14 semanas de tratamento, os animais TAC
ou TAC Proteina ndo apresentaram diferenca estatistica na captagdo de calcio pela
subpopulagao subsarcolemal (figura 27). Além disso, ndo foi observada diferenca
estatistica na abertura do poro mitocondrial entre os grupos TAC e TAC Proteina,
mas a diferenca entre o grupo TAC e SHAM permaneceu a mesma no grupo de 22
semanas. Aparentemente, a dieta hiperprotéica parece nado afetar mais a fragao

subsarcolemal apds 22 semanas de dieta (figura 27).
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Figura 27. Captagao de calcio (A) e probabilidade de abertura do poro mitocondrial (B) da fragao
subsarcolemal de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) com dieta normal e hiperprotéica apos 22
semanas de tratamento. Os resultados estao expressos como média * erro padrdo da média. P<
0,05 ANOVA 2 vias e post hoc de Bonferroni.n = 12-15
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4.32 Analise da captagcdo de calcio e probabilidade de abertura do poro
mitocondrial — Fracao interfibrilar

Apos 22 semanas de tratamento, a fracao interfibrilar mitocondrial dos animais TAC
e TAC Proteina n&o apresentaram diferenca estatistica na captagéo de calcio (figura
28). Além disso, nao foi observada diferenga estatistica na abertura do poro
mitocondrial entre os grupos TAC e TAC Proteina, mas a diferenga entre o grupo
TAC e SHAM permaneceu a mesma, como observado no grupo de 14 semanas.
Aparentemente, a dieta hiperprotéica parece nao afetar a fracao interfibrilar apos 22

semanas de dieta (figura 28).
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Figura 28. Captagao de calcio (A) e probabilidade de abertura do poro mitocondrial (B) da fragao
interfibrilar de ratos SHAM e Insuficiente (TAC) com dieta normal e hiperprotéica apds 22
semanas de tratamento. Os resultados estao expressos como média + erro padrdo da média. P<
0,05 ANOVA 2 vias e post hoc de Bonferroni.n = 12-15
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V DISCUSSAO

Nesse estudo mostramos, pela primeira vez, os efeitos da dieta hiperprotéica
durante 14 e 22 semanas sobre a mortalidade, funcdo cardiaca e funcgao
mitocondrial em ambas as subpopulag¢des (IFM e SSM) de ratos normais e com
insuficiéncia cardiaca. Vimos que a dieta hiperprotéica foi capaz de alterar o
desfecho dos animais com insuficiéncia cardiaca ao passo que nao foi capaz de
modificar a maior parte dos parametros avaliados em animais saudaveis.
Encontramos que a dieta hiperprotéica aumentou a mortalidade de ratos com
insuficiéncia cardiaca induzida pela sobrecarga de pressdo. Ao analisarmos a
funcdo mitocondrial, vimos que a dieta hiperprotéica foi capaz de reduzir a
bioenergética (B-oxidagcdo), aumentar a captagao de calcio pela mitocéndria e ao
mesmo tempo aumentar a probabilidade de abertura do poro mitocondrial induzida
pelo peréxido de hidrogénio, efeito esse visto somente apds 14 semanas de dieta.
Embora a fungdo mitocondrial estivesse alterada apds 14 semanas, a dieta
hiperprotéica n&o foi capaz de alterar a fungdo cardiaca analisada pelo
ecocardiograma, tanto no grupo SHAM Proteina quanto no grupo TAC Proteina
quando comparada aos respectivos controles. Além disso, observamos que a dieta
hiperprotéica induziu uma perda de peso corporal no grupo TAC Proteina apos 14
semanas, sem alterar os demais parametros ponderais nos grupos restantes. Tal
fato ndo ocorreu apdés 22 semanas de dieta. Os animais TAC Proteina de 22
semanas nao apresentaram perda de peso como o grupo de 14 semanas.

O modelo de sobrecarga de pressao, usado no presente estudo, ja e bem
consolidado na literatura como um modelo de insuficiéncia cardiaca que caracteriza

bem as repercussdes clinicas (cardiacas e sistémicas) encontradas em pacientes
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com insuficiéncia cardiaca decorrente da hipertensdo. Esse modelo experimental ja
€ bem conhecido e foi desenvolvido gragas aos trabalhos publicados na década de
70, com os dados oriundos do estudo de Framingham (96; 133).

O modelo de sobrecarga de pressao induz hipertrofia cardiaca que depende
diretamente do diametro do clipe usado. Além disso, sabe-se que a posicao do clipe
influencia diretamente o surgimento da IC. Outros trabalhos mostraram que a
estenose na aorta ascendente induz hipertrofia, mas a fase descompensada demora
em torno de 20 semanas para surgir (48; 128). O modelo do presente estudo, assim
como em outros trabalhos na literatura, usando o mesmo método, mostrou que a
transicdo da hipertrofia para a fase descompensada aconteceu mais rapida, com
apenas 14 semanas de estenose (254).

Esse modelo mimetiza bem o “stress” ou “sobrecarga” hemodinamico que
varia conforme a espécie, idade e o grau de estenose aplicada. Além disso, o
modelo estudado € util para avaliar a transicdo da hipertrofia para a insuficiéncia
cardiaca. Essa transigdo ainda ndo é bem conhecida e sabe-se que o miocardio
passa por varias alteragdes com a instalagao da insuficiéncia per se (37; 94; 254).

Apesar do diagnostico precoce e de novos tratamentos, a insuficiéncia
cardiaca ainda permanece um fardo sobre o sistema publico de saude. A idéia de
desenvolver uma dieta ideal para prevencdo ou para quem ja tenha insuficiéncia
cardiaca instalada é particularmente atrativa, como um efeito aditivo ao tratamento ja
utilizado na clinica. Ate o momento, pouco se sabe sobre o impacto da composi¢cao
de macro nutrientes da dieta na insuficiéncia cardiaca. O efeito da composi¢cao da
dieta sobre a fungdo mitocondrial € importante porque o desacoplamento da

oxidagdo fosforilativa mitocondrial aumenta progressivamente, diminuindo a
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producao de energia e consequentemente acelerando a progressao da insuficiéncia
cardiaca (81; 134).

Estudos populacionais mostram que a incidéncia de IC decorrente da
hipertensdo € menor em pacientes que aderem a dieta para prevenir a hipertensao -
DASH (do inglés, Dietary Approaches to Stop Hypertension). Essa dieta € composta
de baixo teor de gordura saturada, alto teor de gordura poli-insaturada, carboidratos
complexos, frutas e verduras (119; 120).

Estudos recentes mostram que a substituicdo de carboidratos por gorduras
poli-insaturadas é eficaz em protelar ou atenuar o desenvolvimento da IC (221). Em
contrapartida, ndo foram encontrados indicios na literatura sobre os efeitos da dieta
hiperprotéica sobre a fungao cardiaca de animais com hipertrofia ou estudos em
humanos mostrando o papel da proteina sobre o desenvolvimento da IC. Deve se
levar em conta que a fonte de proteina utilizada é importante na analise dos
resultados. Existem varios trabalhos na literatura mostrando o papel da proteina da
soja sobre a fungdo cardiaca de animais e humanos, entretanto, devemos considerar
que a soja tem fito estrogénio em sua composic¢ao, outro fator que deve ser levado
em conta na analise dos dados (62; 231; 241).

De fato, pouco se sabe sobre o papel da dieta hiperprotéica sobre a funcao
cardiaca e mitocondrial em modelos de insuficiéncia cardiaca. Estudos clinicos
sugerem que a dieta hiperprotéica teria papel benéfico sobre parametros
cardiovasculares, como a redugao do risco da doenga isquémica do coragao (77;
100) ou a reducao da presséo arterial sistémica em pacientes hipertensos (70). Além
disso, a dieta hiperprotéica e eficaz na redugcdo de peso em pacientes obesos e na

melhora do perfil lipidico quando comparada a dieta rica em carboidratos (142; 217).
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Neste estudo, verificamos que a dieta hiperprotéica ndao afetou a fungao
cardiaca tanto de animais saudaveis quanto de animais com hipertrofia.
Corroborando os dados encontrados na literatura (103; 160; 206; 254), os animais
TAC do presente estudo apresentaram os sinais de insuficiéncia cardiaca ja
definidos, principalmente por apresentarem hipertrofia do ventriculo esquerdo em
torno de 45%, queda da fracdo de ejegdo, aumento do peso do pulméo (3.5 vezes
maior em relagdo ao grupo SHAM) e dilatacdo da camara. Esses achados foram
vistos tanto apdés 14 semanas quanto apds 22 semanas de estenose. Vale ressaltar
que o tempo de dieta ndo foi um fator determinante nas repercussdes analisadas em
termos da fungao cardiaca.

A hipdtese inicial do presente estudo foi de que a dieta hiperprotéica teria
papel protetor sobre a fungao cardiaca ja que a literatura mostra aspectos benéficos
dessa dieta sobre parametros cardiovasculares. Em contrapartida, verificou-se que a
dieta provocou perda de peso e aumento da mortalidade nos animais TAC. Vale
ressaltar que somente o grupo TAC que recebeu dieta hiperprotéica apresentou
piora no desfecho. O grupo SHAM que recebeu a dieta hiperprotéica n&o teve
nenhuma alteragdo quando comparado ao grupo que recebeu dieta padrdo. Isso nos
permite concluir que os animais com insuficiéncia cardiaca parecem ser mais
susceptiveis aos efeitos da dieta hiperprotéica.

A perda de peso na insuficiéncia cardiaca esta diretamente relacionada com
baixa sobrevida e degradacdo total de proteinas do corpo (7). Confirmando os
resultados encontrados pelo presente estudo, a perda de peso encontrada nos
animais TAC Proteina de 14 semanas poderia estar relacionada com menor sintese
protéica e/ou aumento da degradagéo protéica pelos musculos, considerando que o

consumo de racdo medido semanalmente foi igual entre os grupos estudados (216;
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234; 235). Além disso, foi observado em outro trabalho que animais saudaveis que
receberam dieta hiperprotéica por longo periodo cresceram de forma mais lenta em
relacdo ao controle (236). Tudo indica que os dois fatores citados acima poderiam
concomitantemente contribuir para a perda de peso que foi observada no grupo TAC
Proteina.

Durante a fase de hipertrofia, a produgao energética aumenta para suprir as
necessidades metabdlicas das células hipertrofiadas, ndo existindo impacto negativo
sobre a contratilidade do miocardio. Ja na fase descompensada, surge a disfungéo
contratil, e conseqlientemente a insuficiéncia cardiaca na qual a célula nao
consegue suprir as necessidades metabdlicas. A produgao de ATP nao e suficiente
para suprir as necessidades da célula devido ao aumento exacerbado da demanda
energética (189-192; 206). Algumas alteragdes importantes acontecem no miocardio
que culminam no surgimento da IC. Sabe-se que a disfungdo mitocondrial € uma
delas. A mitocdndria tem importante papel na producdo de energia para manter a
maquinaria contratil e a bomba do reticulo sarcoplasmatico funcionando ja que como
citado anteriormente, a maior parte do ATP produzido é utilizado por esses dois
componentes (23; 24; 53; 118; 192; 222; 225).

Estudos em animais e em humanos mostram uma variedade de alteragdes
mitocondriais na insuficiéncia cardiaca como defeitos na cadeia respiratoria
mitocondrial (139; 140; 156; 157; 222; 255; 256) e queda da fosforilagdo oxidativa
(129). Os dados na literatura mostram que existe disfungdo mitocondrial na
insuficiéncia cardiaca severa, embora, os dados a respeito da insuficiéncia
moderada s&o controversos (222). Essa controvérsia poderia estar relacionada aos
diferentes métodos usados para analisar a fungdo mitocondrial (54) ou ao fato de

que a insuficiéncia cardiaca afeta diferentemente as duas subpopulacdes
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mitocondriais cardiacas (206). Vale ressaltar que mesmo em estudos recentes, as
duas subpopulagbes nao sao separadas e alguns autores avaliam somente a
subpopulagdo SSM ou uma mistura de ambas. Isso por muitas vezes leva a
conclusdes erradas ao comparar trabalhos publicados por autores diferentes. Esses
fatores citados devem ser levados em conta na interpretagao dos dados.

De acordo com Schwarzer e colaboradores (206), a fosforilagdo oxidativa é
menor na subpopulagao IFM na insuficiéncia cardiaca induzida pela sobrecarga de
pressdo quando comparada a subpopulagdo SSM, embora, ambas as
subpopulagdes estivessem com funcado prejudicada neste modelo. Além disso,
corroborando com os achados do presente estudo, Schwarzer e colaboradores viram
que a subpopulacao IFM de ratos controle tem maior atividade funcional em relagao
a subpopulacdo SSM. Esses achados ainda sao contraditérios na literatura e ainda
permanece uma questao de debate (92; 172).

Gong e colaboradores (54) mostraram que a disfungdo mitocondrial somente
aparecia nos estagios finais da insuficiéncia cardiaca. Esses dados corroboram com
os dados encontrados no presente estudo em relagao a fosforilagdo oxidativa. Apds
14 semanas de coartagao da aorta, os animais TAC n&o apresentaram altera¢des na
fosforilagdo oxidativa com os substratos para complexo |, lll e para a beta oxidagao.
Entretanto, vimos que a dieta hiperprotéica, foi capaz de reduzir o estado Ill de
consumo de oxigénio, com o substrato para beta oxidagdo, somente na
subpopulacdo SSM de animais TAC. Isso nos permite concluir que a dieta
hiperprotéica afeta a fungdo mitocondrial da subpopulacdo SSM de animais TAC,
especialmente a beta oxidagdo, diminuindo o consumo de oxigénio apds 14

semanas de dieta.
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Os dados do presente estudo mostram que a fosforilagdo oxidativa encontra-
se reduzida em animais TAC somente no estagio final da insuficiéncia cardiaca.
Pode-se observar que 14 semanas de hipertrofia ndo foram suficientes para causar
danos a fosforilagdo oxidativa ja que o consumo de oxigénio permaneceu inalterado
com a utilizagdo dos substratos classicos descritos na literatura (172). Os dados
sugerem que apds 14 semanas, a cadeia respiratéria ndo sofreu desacoplamento
pelo fato do RCR e o estado IV de consumo de oxigénio permanecerem 0 mesmo
entre os grupos.

Estudos recentes em pacientes, cachorros e ratos com insuficiéncia cardiaca
mostraram que as taxas de oxidagcao de carboidratos e acidos graxos estao normais
na insuficiéncia cardiaca moderada (167; 183; 194), entretanto, a literatura relata
que a oxidagao de acidos graxos esta dramaticamente reduzida nos estagios finais
da insuficiéncia cardiaca. Existe queda da oxidagao de acidos graxos e a oxidagao
de glicose ndo aumenta para suprir a demanda metabdlica. Nos estagios finais, a
expressao protéica e génica das enzimas da B-oxidagao estdo reduzidas (183; 194),
0 que corrobora os dados do presente estudo. Os dados do presente estudo
sugerem que a via da B-oxidagdo encontra-se reduzida apos 22 semanas de
estenose. Um fato importante que deve ser considerado € que a dieta hiperprotéica
acelerou o decaimento da utilizagdo de acidos graxos em ratos TAC apés 14
semanas, efeito abolido apds 22 semanas de dieta. Foi observado também que a
atividade da enzima MCAD encontra-se reduzida tanto apés 14 semanas quanto
apds 22 semanas de estenose. Entretanto, a dieta ndo foi capaz de alterar a
atividade dessa enzima, um marcador da B-oxidagcdo. Esses dados nos permitem
concluir que a queda da atividade da MCAD apos 14 semanas né&o é suficiente para

reduzir a B-oxidagao, entretanto, apds 22 semanas de dieta, notou-se uma reducgao
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da B-oxidacdo em ambas as subpopulagbes. Além disso, no estagio inicial da
hipertrofia (14 semanas) nado houve alteracdo da oxidagdo de carboidratos,
verificado pela utilizagdo de glutamato + malato como substrato ao passo que apoés
22 semanas de dieta, foi encontrado uma reducdo do complexo | causado pela dieta
hiperprotéica na subpopulagdo subsarcolemal de ratos TAC. Esses dados sugerem
que tanto a dieta hiperprotéica quanto a hipertrofia afetam a oxidagao fosforilativa
mitocondrial apds 14 e 22 semanas. Ademais, verificou-se que a fungdo mitocondrial
estd prejudicada principalmente em animais TAC que receberam a dieta
hiperprotéica. Isso nos permite concluir que os animais TAC sdo mais susceptiveis a
dieta hiperprotéica quando comparado aos animais SHAM.

A dieta hiperprotéica parece ter papel relevante na exacerbagao da IC, sem
alterar a funcao cardiaca, diminuindo a oxidacao fosforilativa mitocondrial tanto apés
14 semanas quanto apds 22 semanas de dieta. Os dados sugerem que apos 22
semanas de dieta ha queda da oxidacéao fosforilativa pelo complexo | com o uso do
substrato glutamato + malato. Aparentemente, a estenose e a dieta hiperprotéica
exercem efeitos negativos sobre a oxidagao fosforilativa apos 22 semanas ja que os
dados mostram que tanto a fracdo interfibrilar quanto a fracdo subsarcolemal
apresentaram queda do estado Ill de consumo de oxigénio. Vale ressaltar que a
subpopulacdo SSM € mais susceptivel aos efeitos da dieta hiperprotéica quando
comparada a subpopulacdo IFM ao passo que a subpopulagdo IFM e mais
susceptivel a estenose quando comparada a subpopulagdo SSM. Os dados indicam
que as duas subpopulacdes foram afetadas de forma diferente, cada uma por um
fator diferente, o que poderia ter contribuido para a exacerbacdo da disfuncao

mitocondrial encontrada no presente estudo.



Discussao 122

A literatura relata que na insuficiéncia severa existe alteragdo na utilizagao de
substratos. O miocardio que basicamente utiliza acidos graxos como principal fonte
de energia passa a utilizar glicose. Entretanto, a queda da utilizagdo de acidos
graxos nao e compensada com a utilizagdo de glicose. O termo muito usado por
alguns autores € que o miocardio se comportaria como um 6érgao “faminto” na
insuficiéncia (154; 185).

Sabe-se que a fosforilagdo oxidativa é diretamente reduzida pela ativagao da
proteina cinase C, célcio calmodulina cinase Il (CAMKII) e calcineurina (131; 161;
163; 200), proteinas que a atividade ou expressao protéica estdo aumentadas na
insuficiéncia cardiaca (6; 20) e a ativacdo das mesmas ocorre por fatores neuro-
humorais como a noradrenalina, adrenalina e endotelina (4; 252; 257).

Como mencionado anteriormente, com a elevagcao dos fatores neuro-
humorais na insuficiéncia cardiaca e consequentemente ativagcao dessas proteinas
intracelulares, ocorreria a redugao da fosforilagdo oxidativa, corroborando os dados
encontrados apds 22 semanas de estenose do presente estudo. Vale ressaltar que
além da ativacéo de proteinas intracelulares, ocorre ativagao do stress oxidativo que
induz o desacoplamento da cadeia respiratoria.

Indmeras s&o as fontes de espécies reativas de oxigénio no coragao
insuficiente, incluindo a cadeia respiratoria mitocondrial e a NADPH oxidase. Em
circunstancias fisioldgicas, pequenas quantidades de anion superoxido s&o
formadas pelo vazamento de um unico elétron pelo complexo | ou lll, o que pode ser
dismutado a peroxido de hidrogénio pela enzima superoxido dismutase presente na
mitocondria. Entretanto, sabe-se que na insuficiéncia cardiaca ocorre ativagao da
NADPH oxidase e que a NADPH oxidase pode desencadear o desacoplamento da

cadeia respiratdéria mitocondrial através da producdo de espécies reativas de
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oxigénio, formando um mecanismo de retroalimentagao positiva, levando a queda da
fosforilagao oxidativa e disfungado mitocondrial (41; 82; 112; 237; 238).

A medida de espécies reativas de oxigénio nao foi realizada para todos os
grupos do presente estudo. Mas dados ndo mostrados sugerem que a produgao de
radical hidroxil € maior em ratos TAC quando comparados ao grupo SHAM. Esse
aumento foi visto tanto em 14 semanas quanto apds 22 semanas de estenose, em
ambas as subpopulagcbes mitocondriais, embora esse efeito fosse maior na
subpopulacao IFM.

A produgcdo excessiva de espécies reativas de oxigénio poderia ter
contribuido de forma significativa para a disfungdo mitocondrial de acordo com os
dados apresentados. Entretanto, ndo foi medida a producio de espécies reativas de
oxigénio nos grupos que receberam dieta hiperprotéica. Nao se pode afirmar se a
dieta hiperprotéica alteraria a formacgao de espécies reativas de oxigénio. Entretanto,
os dados indicam que a subpopulacdo SSM de ratos TAC que receberam dieta
hiperprotéica aparenta ser mais susceptivel ao stress oxidativo ja que a
probabilidade de abertura do poro mitocondrial foi maior nesse grupo.

Como mencionado anteriormente na introdugao, outra hipétese que deve ser
considerada para melhor compreender os mecanismos pelos quais ocorre redugao
da fosforilagdo oxidativa € a reprogramagdo metabdlica. Acredita-se que o HIF-1
seria o responsavel pela reprogramacédo metabolica a fim de proteger o miocardio.
Pouco se sabe sobre essas alteragdes, entretanto, a expressdo desse fator
encontra-se elevada pelo fato da fibrose funcionar como uma barreira na passagem
de oxigénio para célula (181; 183; 232).

Dentre os dados discutidos acima, vimos que a fosforilagdo oxidativa sofreu

grande impacto pela estenose e pela dieta hiperprotéica. Outros resultados que
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também se encontram alterados seriam a captagdo de calcio e a probabilidade de
abertura do poro mitocondrial.

A contragdo cardiaca é regulada batimento-a-batimento pela elevacéo de
calcio no citosol por um processo denominado de acoplamento excitagao-contragao.
Esse processo € ativado pela entrada de calcio através do canal de calcio do tipo L
presente na membrana da célula. A entrada de calcio ativa a liberagao de calcio do
reticulo sarcoplasmatico, mecanismo conhecido como liberacdo de calcio, calcio-
induzida. Subseqliente a este processo, ocorre o relaxamento que consiste na
retirada de calcio do citosol. A maior parte do calcio é removida pela bomba do
reticulo sarcoplasmatico (SERCAZ2a), via trocador sddio-célcio presente na
membrana da célula e pela calcio ATPase (16; 17).

A mitocdndria foi descoberta nos ultimos anos como outro caminho na
extrusdo de calcio do citosol. A mitocdndria cardiaca possui um sistema para
captacdo e armazenamento de grandes quantidades de calcio. Ela tem a
capacidade de captar calcio e de alterar o transiente de calcio, contribuindo na
regulagéo da contragao (5; 35; 36; 60; 80).

Varios mecanismos ja foram descritos e propostos a fim de elucidar a
captacédo de calcio pela mitocondria. O canal Uniporter e o receptor de ryanodina
mitocondrial sdo os mais aceitos ate o momento (34; 58; 59; 89; 199). Embora a
literatura descreva outros mecanismos, o mais estabelecido e caracterizado € o
canal Uniporter. Esse canal é voltagem dependente e pode ser ativado ou inibido por
uma serie de moduladores, dentre eles a calcio camoldulina cinase Il. Essa proteina
€ capaz de ativar ou aumentar a captacdo de calcio pela mitocondria através do

canal Uniporter (90).
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Em contrapartida a captagdo, a maior parte da extrusdo de calcio da matriz
mitocondrial ocorre de forma que depende do sdédio via trocador soddio-calcio
mitocondrial (MNCX) (174; 175) . O acumulo de soédio intracelular que ocorre na
insuficiéncia cardiaca pode causar alteragcdo no equilibrio de pirimidinas,
aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio, o que tem efeitos
deletérios sobre a mitocéndria, diminuindo a producgéo energética (107; 130; 137).
Além disso, a captacido excessiva de calcio pela mitocondria e 0 acumulo desse ion
aumentam o risco de abertura do poro mitocondrial, possivelmente levando a morte
celular (35).

Os dados do presente estudo sugerem que a insuficiéncia cardiaca induzida
pela estenose diminui a captagao de calcio pela mitocdndria apds 14 semanas, em
ambas as subpopulacdes mitocondriais, entretanto, apds 22 semanas de estenose,
nao foi observada tal alteragdao. Além disso, observou-se que a dieta hiperprotéica
de alguma forma induziu o aumento da captagao de calcio, na subpopulagdo SSM,
apds 14 semanas de dieta. Essa alteracdo nao foi observada na subpopulagao IFM
ou em ambas as subpopulagdes apdés 22 semanas de dieta. Verificou-se que a
expresséo do canal Uniporter esta aumentada na subpopulagdo SSM do grupo TAC
apds 14 semanas de estenose e que a dieta hiperprotéica ndo alterou a expressao
desse canal, indicando que sé houve alteragéo na atividade desse canal.

Os dados também sugerem que a probabilidade de abertura do poro
mitocondrial é maior na subpopulacdo SSM de ratos TAC que receberam dieta
hiperprotéica apds 14 semanas. Esse dado poderia de alguma forma estar ligado a
alta na mortalidade encontrada por volta de 14 semanas de dieta. Foi observado que
os animais TAC Proteina tiveram pior desfecho em comparag&o ao grupo TAC e ao

grupo controle.
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A literatura descreve que a abertura do poro mitocondrial funciona como
passo limitante no desencadeamento da apoptose. Ja foi observado que a
probabilidade de abertura do poro mitocondrial € maior na isquemia/reperfusdo e na
insuficiéncia cardiaca (66; 88; 226). Esse poro é sensivel as alteragbes na
concentragdo de calcio, espécies reativas de oxigénio e peroxinitrito (63; 102).
Como demonstrado neste estudo e por outros estudos na literatura, o perdoxido de
hidrogénio é capaz de induzir a abertura do poro mitocondrial (178).

Existe evidéncia de que a desregulagédo do transiente de calcio que ocorre na
insuficiéncia cardiaca, i.e. queda da [Ca2+] sistélico e elevacio da [Ca2+] diastdlico,
resultando na redugdo da contragdo sistdlica e prolongamento do relaxamento
diastdlico, afetaria a captacdo de calcio pela mitocéndria, aumentando a tensao
diastdlica (75; 187). Tem sido proposto que o acumulo de calcio no citosol induziria a
hipertrofia e aumentaria a captacdo de calcio pela mitocondria, com aumento da
producdo de espécies reativas do oxigénio e queda da fosforilagdo oxidativa (71;
249).

Esses achados vaos de encontro dos dados deste trabalho. Os dados
sugerem que de alguma forma a dieta hiperprotéica ativa a captagédo de calcio pela
mitocdndria, diminuindo a fosforilagdo oxidativa e aumentando a probabilidade de
abertura do poro mitocondrial induzida pelo stress oxidativo. Como o stress oxidativo
esta aumentado na insuficiéncia cardiaca e o aumento da captacdo de calcio
também eleva a producdo de espécies reativas de oxigénio (2; 21; 48; 64; 67; 103;
162), esses dois fatores poderiam contribuir para o desfecho encontrado apds 14
semanas de dieta.

Portanto, a dieta hiperprotéica parece afetar a funcdo mitocondrial da

subpopulacdo SSM de ratos com insuficiéncia cardiaca apds 14 semanas de dieta.
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Vimos que a dieta hiperprotéica foi capaz de alterar o desfecho dos animais com
insuficiéncia cardiaca ao passo que nao foi capaz de modificar a maior parte dos
parametros avaliados em animais saudaveis. Os dados sugerem que a dieta e a
insuficiéncia cardiaca afetam de forma diferente as subpopulagdes mitocondriais
sem alterar a fungdo cardiaca analisada in vivo pelo ecocardiograma. Além disso, os
dados sugerem que a dieta afeta a bioenergética mitocondrial, diminuindo a -

oxidagao.
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Abstract

Heart failure treatment guidelines provide no recommendations regarding the intake of
protein, though it has been proposed that increasing protein intake may result in clinical
improvement. High protein intake might improve protein synthesis and cell function, and
prevent deterioration in mitochondrial and left ventricular function. We assessed the effects
of a high protein diet on the development of heart failure characterized by cardiac
hypertrophy, impaired mitochondrial oxidative metabolism and contractile dysfunction
induced by transverse aortic constriction in rats.A standard diet with 18% of energy intake
from protein was compared to a high protein diet (30% of energy intake). First we evaluated
the effects of protein intake on the development of heart failure during 14 weeks of aortic
constriction, and found similar cardiac hypertrophy, contractile dysfunction, ventricular
dilation, and decreased cardiac mitochondrial oxidative capacity with both 18% and 30%
protein. We then assessed more advanced heart failure, with 22 weeks of aortic constriction.
We again saw no difference in cardiac mass, left ventricular volume, mitochondrial oxidative
capacity or resistance to permeability transition between the 18% and 30% protein diets.
There was a modest but significant decrease in survival with heart failure with the 30%
protein diet compared to 18% protein (p<0.003). In conclusion, consumption of a high protein
diet did not affect cardiac mass, left ventricular volumes or ejection fraction, or myocardial
mitochondrial oxidative capacity in rats with pressure overload induced heart failure, but

significantly decreased survival.

Key Words: congestive heart failure, dietary protein, mitochondria, nutrition, mitochondrial

permeability transition
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Introduction

Heart failure is a major public health problem in the industrialized worldand despite
aggressive treatment with current pharmacotherapies, prognosis for these patients remains
poor. It has recently been suggested that the amount and composition of dietary
macronutrientsmay affect the symptoms and outcomes in heart failurepatients (1-
3).Specifically, it has been suggested that a high protein diet might be beneficial in the
advanced stages of heart failure. Current heart failure treatment guidelinesprovide no
recommendations regarding the intake of protein, fat and carbohydrate (4;5). In the advanced
stages of heart failurepatients frequently experience a progressive loss of muscle and fat mass,
termed “‘cardiac cachexia”, which is a strong predictor of worsening heart failure and poor
clinical outcome(6). It has been proposed that increasing protein and/or total energy intake
incachexicheart failure patients may prevent or reverse cachexia, but this remains to be
definitively established(7;8).

Less is known about the impact of protein intake on thedevelopment and progression
of heart failure. This is particularly relevant to heart failure due to arterial hypertension,
where there is cardiac hypertrophy and a transient net protein accumulation in the heart.
Healthy people subjected to resistance exercise training exhibit greater skeletal muscle
hypertrophy when given dietary protein supplements (9). While this may be beneficial for
skeletal muscle, a similar response in the myocardium to high protein intake in hypertension
would be detrimental, as hypertension-induced left ventricle (LV) hypertrophy is a long
established predictor of new onset heart failureand poor outcomes (10). Advanced heart
failure due to hypertension induced LV hypertrophy is associated with disruption of cellular
processes essential to maintain normal cardiac function, specifically impairment
ofmitochondrial function and decreased capacity formyocardial oxygen consumption and

ATP generation(11-13). High protein intake could be detrimental if it accelerates net protein
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synthesis in the myocardium and increases the extent of cardiac hypertrophy. On the other
hand, a high protein diet could maintain optimal protein synthesis and prevent deterioration in
mitochondrial and LV function. Epidemiological and interventional studies suggest that a
high intake of protein under conditions of stable body mass has either minor effects or no
effect on cardiovascular disease risk factors (e.g. serum lipids and blood pressure) in people
without heart failure (14). On the other hand, a recent epidemiological study in middle age
women found that high protein intake was associated with a greater incidence of
cardiovascular disease over a 16 year follow-up period(15;16), though this was not observed
in a similar analysis in a population of men(17). The effects of high protein intake on the
development and progression of heart failure have not been reported.

In the present investigation we assessed the effects of a high protein diet on the
development of cardiac hypertrophy, LV chamber remodeling, contractile dysfunction and
survival in response to chronic aortic pressure overload induced by constriction of the thoracic
aorta in rats. We hypothesized that high protein intake (30% of energy intake from protein)
would accelerate LV hypertrophy and the development of heart failure, and decrease survival
compared to a normal protein intake (18% of energy intake from protein). Further, the
adverse effectsof high protein intake in heart failure would manifest in a lowercapacity for
cardiac energy transfer, a hallmark of heart failure. This latter effect would result in impaired
mitochondrial function, and increased susceptibility of mitochondria to undergo permeability
transition, a catastrophic event associated with loss of ATP production and cell death. Studies
were performed in a well characterized rat model of heart failure caused by constriction of the
transverse aorta to generate in LV hypertrophy, LV chamber expansion, and mitochondrial
and contractile dysfunction (18-20). We compared a standard diet with 18% of energy intake
from protein to a high protein diet (30% of energy intake). Two series were performed: first

we evaluated the effects of protein intake during the initial 14 weeks following aortic
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constriction, and then in a subsequent study we assessed more advanced heart failure out to 22

weeks following constriction.
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Methods

Experimental design.Experiments were conducted according to the Guideline for the Care
and Use of Laboratory Animals (NIH publication 85-23) and were approved by the University
of Maryland School of Medicine Institutional Animal Care and Use Committee. Two
experimental protocols were performed, and in both protocols the dietary treatment was
initiated three days after surgery. In Protocol 1 the effects of protein intake (18% or 30% of
energy intake as protein) on left ventricular mass, chamber size, contractile function, and
mitochondrial physiology were assessed. Protocol 1 was a 2 by 2 design comparing sham or
aortic constriction surgery and either a normal protein or high protein diet. Dietary treatment
was initiated three days following sham or aortic constriction surgery to induced heart failure,
and continued for 14 weeks. At the time of assignment to diet the group sizes were 15 and 20
for the sham and heart failure groups, respectively,for animals receiving18% of energy intake
as protein, and 14 and 20 for the sham and heart failure animals with 30% protein.

In Protocol 2 we assessed the effects of more prolonged dietary treatment (22
weeks)to allow for development of more advanced failure. Protocol 2 had a single sham
group that was fedthe 18% protein diet, and two groups with heart failure fed either 18% or
30% protein. At the time of assignment to diet the group sizes were 16 for the sham group,

and 32 and 20 for heart failure animals fed 18% or 30% protein, respectively.

TransverseAortic Constriction Surgery.Heart failure was induced by constricting the
transverse aorta with a surgically implanted tantalum clip. Male Sprague-Dawley rats (6-7
weeks old, 70-90g, Harlan, Indianapolis, IN)were anesthetized with isoflurane(5%), intubated,
and mechanically ventilated with 1.5-2.5% isoflurane in oxygen to effect. A partial median
sternotomy was performed and the thymus was resected. After dissection of the aortic arch, a

tantalum clip (0.50 mm internal diameter hemostasis clip) was placed on the aorta between
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the brachiocephalic trunk and the left common carotid artery as previously described in
detail(21). Age-matched Sham-operated animals underwent the same procedure without clip

application.

Diets.The two diets were custom manufactured using purified ingredients (Research Diets,
New Brunswick, NJ, USA), and they both contained 14% of energy from fat (lard and
soybean oil), and were free of sugar (Table 1). The standard normal protein diet contained
18% of total energy from protein (casein + L-cystine) and 68% from carbohydrate
asmaltodextrin and corn starch. The high protein diet had 30% of total energy from protein
and 56% from carbohydrate. Diets were matched for the content of vitamins, minerals and

cellulose (Table 1).

Echocardiography.Left ventricular function was assessed by echocardiographywith ahigh-
resolution small animal imaging systems (VisualSonics Inc., Toronto, Canada). Animals were
anesthetized (1.5%isoflurane by mask), the chest shaved, and images acquired with the rat in
the supine position on a warming platform as previously described(22). In Protocol 1 we used
a Vevo 770 system, with transducer model RMV 716, and in Protocol 2 we used a Vevo 2100

High-Resolution Imaging System with a MS250 transducer.

Tissue Harvest.After 14 weeks(Protocol 1) or 22 weeks (Protocol 2) of treatment, the
animals were anaesthetized with 5.0% isoflurane between 3 and 6 h after initiation of the light
phase while given free access to food. The thorax was opened and blood was collected from
the left ventricle and immediately placed on ice, and centrifuged to obtain serum. The heart

was removed, and sections of the left ventricle free wall were taken for biochemical analysis
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and stored at -80°C, and the remainder was used for mitochondrial isolation as described

below.

Mitochondrial Isolation.Cardiac mitochondria reside in two spatially distinct subpopulations:
subsarcolemmal mitochondria (SSM) found in the outer region of the cell, and interfibrillar
mitochondria (IFM) embeddedbetween the myofibrils(23). Early studies found functional
differences between IFM and SSM, with a greater maximal rate of respiration and resistance
to stress-induced MPTin IFM than SSM(23-25) thus it is important to assess the two
populations separately. SSM and IFM were isolated according to the method of Palmer et
al(23)with minor modification(26). Briefly, the LV was rinsed in ice cold Chappel-Perry
buffer (100mM KCI, S0mM MOPS, SmM MgS0O4, ImM ATP, ImM EGTA, 2mg/ml BSA),
blotted dry and then weighed. The ventricles were minced and homogenized in 1:10 (wt/vol)
ice cold Chappel-Perry buffer. The homogenates were centrifuged at 700 x g for 10 min.The
supernatant containing SSM was extracted and centrifuged again at 10,000 g to isolate SSM.
The remaining pellet from the 700-g spin was resuspended in KCI-MOPS-EGTA buffer
containing 100 mMKCI, 50mM MOPS, and 0.5 mMEGTA at pH 7.4, and treated with trypsin
(5 mg/g) for 10 minat 4°C. The samples were incubated with trypsin inhibitor and spun down
at 700 g for 10 min.The IFM-containing supernatant was spun down at 10000 g for 10 min.
The pellets were washed twice and spun down at 10000 g for 10 min and then resuspended in
ice cold Chappel-Perry buffer.The concentration of mitochondrial protein was measured by

the Lowry method using bovine serum albumin as standard.

Mitochondrial Respiration.Mitochondrial respiration was assessed in both IFM and SSM as
described previously (26).Isolated mitochondria (0.20 mg/mL) were respired in respiration
buffer containing 100 mMKCI, 50 mM MOPS, 5 mM KH,PO4, | mM EGTA and 1mg/mL

BSA/Fraction V. States IIl and IV were measured with glutamate + malate (10 and 5 mM,
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respectively), palmitoylcarnitine(40 puM) and succinate (20 mM) with rotenone (7.5
uM). .Respiratory control ratio (RCR) was calculated as state 3/state 4, and the ADP/O ratio

as the total oxygen used during state 3 divided by the amount of ADP added to the chamber.

Assessment of Mitochondrial Tolerance to Stress.The ability of SSM and IFM to tolerate
either Ca®" or oxidative stress was evaluated using established assays as previously
described(27). In brief, mitochondria (500 ug) were resuspended in 2.0 ml assay medium
containing 100 mMKCI, 50 mM MOPS, 5 mM KH,PO4, 5 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 5 mM
glutamate, and 5 mM malate.Mitochondrial Ca®" uptake was measured at 37°C from the
fluorescence of the Ca®" indicator calcium green-5N (CaGN-5N; Molecular Probes) with an
excitation and emission of 488 and 530.Ca’  uptake was taken from the fall in
extramitochondrial Ca®" following a bolus injection of 3uL of 15 mM Ca®" (30nmoles
Ca”"/mg mitochondrial protein). After stabilization (6 to 8 minutes) a continuous infusion of
tert-butyl hydrogen peroxide (tBH: 400 mM) was initiated into the cuvette at a rate of 0.2
uL/min (53 nmolstBH - mg mitochondrial protein” - min™), and the concentration of free
Ca’"in the medium was monitored. Extra-mitochondrial Ca*" concentration was also
monitored without infusion of tBH or Ca2+, which established that MPT did not occur without
addition of tBH (data not shown).

Ca®*‘induced mitochondrial swelling, as inferred from the fall in absorbance of isolated
mitochondria, was evaluated as previously described (28). Briefly, mitochondria were
resuspended in buffer containing1 00 mMKCI, 50 mM MOPS, 5 mM KH,PO4, 5 mM EGTA,
1 mM MgCl,, 5 mM glutamate, and 5 mM malate.Using a 96 well plate reader, 50 pg of
mitochondrial protein was added to 200 pL of calcium free buffer and monitored at 540 nm
for 2 minutes to obtain a baseline, then either 100 or 500 nmoles Ca*’/mg mitochondrial

protein was added and the absorbance monitored for 15 minutes.
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Statistical analysis

Values are shown as mean =+ standard error of the mean (SEM). Treatment effects were
evaluated using a 2-way ANOVA comparing surgery and diet for Protocol 1 and a 1-way
ANOVA for protocol 2, with the Bonferroni’spost hoc test to assess differences among
groups. Survival between heart failure groups was compared using theKaplan-Meier method.
The assessment of mitochondrial Ca**-induced swelling and Ca®" uptake and tBH-induced
Ca’'release were assessed with a 2-way ANOVA for repeated measures. A P value of less

than 0.05 was considered significant.
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Results

Protocol 1 - 14 weeks of Treatment

Neither diet or aortic banding significantly affected survival with the standard diet at
14 weeks, with 100% (15/15) and 79% (11/14) survival in sham rats fed the 18% and 30%
protein diets, respectively, and 95% (19/20) and 85% (17/20) survival in the heart failure rats
fed the 18% and 30% protein diets, respectively. Heart failure animals had a lower body mass
than their respective sham when fed 30% proteins, but notwith 18% protein. Liver mass and
tibia length were similar among all groups (Table 2). The heart failure groups had cardiac
hypertrophy, as seen in a significant increase in the mass of the atria and the left and right
ventricles compared to sham animals, with no effect of diet (Table 2, Figure 1).
Retroperitoneal and epididymal fat pad masses and kidney were lower in heart failure animals
in both diet groups compared to sham animals (Table 2).The reduction in kidney mass
suggests the possibility of renal dysfunction however assessment of serum

creatinineconcentration found no effect of diet or heart failure (Table 2).

Cardiac Function.The heart failure groups both had increased left ventricle end systolic and
end diastolic volumes and decreased ejection fraction compared to sham groups, with no

differences between 18% and 30% protein intake (Table 2, Figure 1).

Mitochondrial Enzymes and Function.The expected decrease in mitochondrial oxidative
capacity was observed with the 18% protein diet, as seen in the decrease in a lower yield of
both SSM and IFM from the myocardium, and significant reductions in the activities of the
citric acid cycle enzymes citrate synthase and aconitase, and the fatty acid B-oxidation
enzyme medium-chain acyl-CoA dehydrogenase (Table 3). Increasing protein intake did not

affect the heart failure-induced decline in mitochondrial oxidative capacity, as a similar
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decline in these parameters was seen in with the heart protein diet. We also measured the
activity of these enzymesin isolated mitochondria, and observed minimal effect, finding only
lower activity of medium-chain acyl-CoA dehydrogenase in the SSM subpopulation with the
18% protein diet (Table 3). The respiration of isolated SSM and IFM was generally not
affected by heart failure or protein intake as assessed with a wide range of substrates, with the
exception being a decrease in state 3 in the SSM subpopulation with palmitoylcarnitine as
substrate in animals fed 30% protein (Table 3). Taken together, these findings suggests that 1)
heart failure decreased myocardial oxidative capacity by decreasing the mass of mitochondria,
with minimal effect on the function of mitochondria isolated from the myocardium, and 2)

these parameters were only minimally effected by high protein intake.

Ca**-induced Mitochondrial Swelling. The decrease in absorbance at 540 nm following the
addition of Ca*" to isolated mitochondria, an index of mitochondrial swelling, was used as a
measure of MPT. Two different Ca®" concentrations were used to assess mitochondrial

tolerance toCa”", and both showed no difference among groups (Table 2).

Protocol 2 - 22 weeks of Treatment

At 22 weeks of treatment there was 100% survival of the sham rats fed the 18%
protein diet (Figure 3). Comparison of the two heart failure groups revealed a significantly
lower survival in the 30% protein group compared to the 18% protein heart failure groups
(Figure 1). There were no significant differences body mass (Table 4). Compare to the sham
group there was clear cardiac hypertrophy, as seen by a significant increase in atria, left and
right ventricle masses, with no difference between the 18% and 30% protein diet groups
(Table 4, Figure 4). Retroperitoneal and epididymal fat pad masses were lower in heart

failurecompared to the sham group, with no difference between the 18% and 30% protein
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diets (Table 4). Kidney mass was lower in the heart failure groups compared to sham, with no
effect of dietary protein intake, and serum creatinine was not different among groups,

suggesting no gross impairment in renal function.

Cardiac Function.Heart failure decreased heart rate, increased left ventricle end systolic
diameter, and decrease ejection fraction at 22 weeks post-surgery, with no effect of dietary

protein intake (Table 4, Figure 4).

Mitochondrial enzymes and function

At 22 weeks, citrate synthase and medium-chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD) activity
were reduced in failing myocardium, with no effect of diet(Table 5). Aconitase activity was
reduced in heart failure animalsfed the 30% protein diet compared to the sham group, while
the heart failure group on the 18% protein diet were not different from either sham or the 30%
protein heart failure group(Table 5). Mitochondrial yield was significantly decreased in both
heart failure groups in IFM, and trended lower in SSM, with no effect of protein intake.
Mitochondrial oxidative capacity with lipid substrate, as reflected in state 3 respiration with
palmitoylcarnitine, was significantly decrease by heart failure in both IFM and SSM, with no
differences between the 18% and 30% protein diets. Further, there were no differences in
state 4 respiration, which in IFM resulted in a significant decrease in the respiratory control

ratio (RCR; state 3/state4) (Table 5).

Ca’-induced Mitochondrial Swelling. At 22 weeks mitochondrial from heart failure
animals displayed a greater decrease in absorbance than sham animals following addition of

Ca®", with no difference between 18% and 30% protein intake (Figure 5). This suggests that
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heart failure induces a greater susceptibility to MPT, which is unaffected by a high protein

diet.

Mitochondrial Caz+uptake and ROS-Induced MPT

ROS-induce MPT was assess by loading isolated mitochondria with Ca®", and then inducing
MPT by exposing the mitochondria to progressively high concentration of tBH and assessing
the rise in extra-mitochondrial Ca*" concentration(27). At 22 weeks, there was no difference

in extra-mitochondrial calcium uptake or in tert-butyl-induced pore opening (Figure 6).
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Discussion

High protein diets have been proposed for patients in the advanced stages of heart
failure(7;8), or as a component of a weight loss diet in obese heart failure patients (29), but
they have not been assessed in terms of their effects on the development of cardiac
hypertrophy, LV dysfunction and the progression of heart failure. Current treatment
guidelines for heart failure or hypertension provide no recommendations regarding
proteinintake (4;30), though it has been proposed that a high protein diet could either
accelerate or prevent cardiac disease in an “at risk”population (14-17). Thus in the present
investigation we assessed the effects of a high protein diet on the development of heart failure
in response to aortic pressure overload, which is characterized by cardiac hypertrophy,
impaired mitochondrial oxidative metabolism and contractile dysfunction. First, we found
that a high protein diet had no effect on the development of cardiac hypertrophy, contractile
dysfunction and ventricular dilation, and decreased cardiac mitochondrial oxidative capacity
induced by 14 weeks of aortic constriction in rats. We then assessed more prolonged heart
failure with 22 weeks of aortic constriction, and again observed no difference in cardiac
enlargement, contractile dysfunction, or mitochondrial abnormalities between a normal and a
high protein diet. On the other hand, we observed a significant decrease in survival with heart
failure with the high protein diet. Thus we provide the first evidence that a high protein diet
does not prevent or accelerate development of cardiac hypertrophy or LV chamber expansion
in response to pressure overload, and may decrease survival.

We postulated that high protein intake could accelerate net protein synthesis in the
myocardiumunder conditions of pressure overload, as is observed with skeletal muscle growth
in humans subjected to resistance exercise training with dietary protein supplementation(9).
In contrast, we observed no effect of high protein intake on myocardial mass in either normal

sham operated rats or rats with aortic pressure overload. This lack of effect occurred despite
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marked myocardial hypertrophy, as evidenced by increases of 1.5-fold, 2.0-fold and 3.6-fold
in the masses of the LV, right ventricle and atria, respectively. Further, the high protein diet
did not affect development of LV remodeling or contractile dysfunction in response to aortic
pressure overload, as seen in a similar degree of enlargement of LV end systolic and diastolic
volumes and fall in ejection fraction. Lastly, the deterioration in myocardial oxidative
capacity and mitochondrial function was largely unaffected by protein intake. Taken together,
a high protein diet did not appear to have any major effect on the development of pathological
cardiac hypertrophy and heart failure in this model.

There was a modest but significant decline in survival with the 30% protein diet
compared to 18% protein over 22 weeks of treatment. One should use caution in interpreting
this result, and one would optimally perform this assessment with a greater sample size and
more prolonged treatment to obtain near 100% mortality, as in our recent studies with other
dietary interventions in heart failure (31-33). While we observed a significant decrease in
survival, at the point the study was terminated the difference between the curves appeared to
be narrowing. Thus, future studies should considering caring out treatment until near
complete mortality is achieved. Further, it may be preferable to assess mortality in a model
that does not involve pressure overload, such as the rat infarct model infarct model(34) or
cardiomyopathic hamsters(31-33).

There are several issues that arise from the present investigation that need to be
addressed. First, we assessed the effects of dietary protein content on prevention of heart
failure induced by pressure overload and cardiac hypertrophy, and thus the ability of a high
protein diet to treat established or end stage heart failure was not assessed. Previous work by
other groups focused on the potential benefits of a high protein diet in the advanced stages of
heart failure, where increasing protein and/or total energy intake in cachexic heart failure

patients may prevent or reverse cachexia (7;8). This important issue remains unresolved and
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is clearly worthy of additional investigation. Second, we assessed relatively short term
treatment in young rats. Clinical heart failure is largely a disease in the elderly, thus it is
important to assess the impact of dietary protein in animals with advanced age. Lastly, as
most human heart failure presents after years of hypertension that is frequently combined with
coronary artery disease and comorbidities such as obesity and diabetes, consideration should
be given to evaluating the long term effects of dietary protein in a heart failure model of with
myocardial infarction in combination with more modest hypertension and/or diabetes.

In conclusion, consumption of a high protein diet did not affect cardiac mass, left
ventricular volumes or ejection fraction, or myocardial mitochondrial oxidative capacity in
rats with pressure overload induced heart failure. There was a modest but significant decrease

in survival with heart failure with the high protein diet compared to normal protein intake.

Funding:
This work was supported by the National Institutes of Health, Grant numbers HL074237, HL101434 and

HLO072751.

Conflict of Interest: none



Anexos

189

(1)

)

3)

4

©)

(6)

(7)

(8)

©)

(10)

(11)

(12)

Reference List

Chess DJ, Stanley WC. Role of diet and fuel overabundance in the development and
progression of heart failure. Cardiovasc Res 2008 Jul 15;79(2):269-78.

Kalantar-Zadeh K, Anker SD, Horwich TB, Fonarow GC. Nutritional and anti-
inflammatory interventions in chronic heart failure. Am J Cardiol 2008 Jun
2;101(11A):89E-103E.

Ershow AG, Costello RB. Dietary guidance in heart failure: a perspective on needs for
prevention and management. Heart Fail Rev 2006 Mar;11(1):7-12.

Lindenfeld J, Albert NM, Boehmer JP, Collins SP, Ezekowitz JA, Givertz MM, et al.
HFSA 2010 Comprehensive Heart Failure Practice Guideline. J Card Fail 2010
Jun;16(6):¢1-194.

Dickstein K, Cohen-Solal A, Filippatos G, McMurray JJ, Ponikowski P, Poole-Wilson
PA, et al. ESC Guidelines for the diagnosis and treatment of acute and chronic heart
failure 2008: the Task Force for the Diagnosis and Treatment of Acute and Chronic
Heart Failure 2008 of the European Society of Cardiology. Developed in collaboration
with the Heart Failure Association of the ESC (HFA) and endorsed by the European
Society of Intensive Care Medicine (ESICM). Eur Heart J 2008 Oct;29(19):2388-442.

Anker SD, Negassa A, Coats AJ, Afzal R, Poole-Wilson PA, Cohn JN, et al.
Prognostic importance of weight loss in chronic heart failure and the effect of
treatment with angiotensin-converting-enzyme inhibitors: an observational study.
Lancet 2003 Mar 29;361(9363):1077-83.

Rozentryt P, von HS, Lainscak M, Nowak JU, Kalantar-Zadeh K, Polonski L, et al.
The effects of a high-caloric protein-rich oral nutritional supplement in patients with
chronic heart failure and cachexia on quality of life, body composition, and
inflammation markers: a randomized, double-blind pilot study. J Cachexia Sarcopenia

Muscle 2010 Sep;1(1):35-42.

Aquilani R, Opasich C, Gualco A, Verri M, Testa A, Pasini E, et al. Adequate energy-
protein intake is not enough to improve nutritional and metabolic status in muscle-
depleted patients with chronic heart failure. Eur J Heart Fail 2008 Nov;10(11):1127-35.

Cermak NM, Gibala MJ, van Loon LJ. Nitrate supplementation's improvement of 10-
km time-trial performance in trained cyclists. Int J Sport Nutr Exerc Metab 2012
Feb;22(1):64-71.

Levy D, Larson MG, Vasan RS, Kannel WB, Ho KK. The progression from
hypertension to congestive heart failure. JAMA 1996 May 22;275(20):1557-62.

Mann DL, Bristow MR. Mechanisms and models in heart failure: the biomechanical
model and beyond. Circulation 2005 May 31;111(21):2837-49.

Neubauer S. The failing heart--an engine out of fuel. N Engl J Med 2007 Mar
15;356(11):1140-51.



Anexos 190

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

21

(22)

(23)

(24)

(25)

Stanley WC, Recchia FA, Lopaschuk GD. Myocardial substrate metabolism in the
normal and failing heart. Physiol Rev 2005 Jul;85(3):1093-129.

He J, Wofford MR, Reynolds K, Chen J, Chen CS, Myers L, et al. Effect of dietary
protein supplementation on blood pressure: a randomized, controlled trial. Circulation
2011 Aug 2;124(5):589-95.

Lagiou P, Sandin S, Lof M, Trichopoulos D, Adami HO, Weiderpass E. Low
carbohydrate-high protein diet and incidence of cardiovascular diseases in Swedish
women: prospective cohort study. BMJ 2012;344:e4026.

Lagiou P, Sandin S, Weiderpass E, Lagiou A, Mucci L, Trichopoulos D, et al. Low
carbohydrate-high protein diet and mortality in a cohort of Swedish women. J Intern
Med 2007 Apr;261(4):366-74.

Preis SR, Stampfer MJ, Spiegelman D, Willett WC, Rimm EB. Dietary protein and
risk of ischemic heart disease in middle-aged men. Am J Clin Nutr 2010
Nov;92(5):1265-72.

Bugger H, Schwarzer M, Chen D, Schrepper A, Amorim PA, Schoepe M, et al.
Proteomic remodelling of mitochondrial oxidative pathways in pressure overload-
induced heart failure. Cardiovasc Res 2010 Jan 15;85(2):376-84.

Doenst T, Pytel G, Schrepper A, Amorim P, Farber G, Shingu Y, et al. Decreased
rates of substrate oxidation ex vivo predict the onset of heart failure and contractile
dysfunction in rats with pressure overload. Cardiovasc Res 2010 Jun 1;86(3):461-70.

Garnier A, Fortin D, Delomenie C, Momken I, Veksler V, Ventura-Clapier R.
Depressed mitochondrial transcription factors and oxidative capacity in rat failing
cardiac and skeletal muscles. J Physiol 2003 Sep 1;551(Pt 2):491-501.

Zaha V, Grohmann J, Gobel H, Geibel A, Beyersdorf F, Doenst T. Experimental
model for heart failure in rats--induction and diagnosis. Thorac Cardiovasc Surg 2003
Aug;51(4):211-5.

Duda MK, O'shea KM, Tintinu A, Xu W, Khairallah RJ, Barrows BR, et al. Fish oil,
but not flaxseed oil, decreases inflammation and prevents pressure overload-induced
cardiac dysfunction. Cardiovasc Res 2009 Feb 1;81(2):319-27.

Palmer JW, Tandler B, Hoppel CL. Biochemical properties of subsarcolemmal and
interfibrillar mitochondria isolated from rat cardiac muscle. J Biol Chem 1977 Dec
10;252(23):8731-9.

Palmer JW, Tandler B, Hoppel CL. Heterogeneous response of subsarcolemmal heart
mitochondria to calcium. Am J Physiol 1986 May;250(5 Pt 2):H741-H748.

Asemu G, O'Connell KA, Cox JW, Dabkowski ER, Xu W, Ribeiro RF, et al.
Enhanced Resistance to Permeability Transition in Interfibrillar Cardiac Mitochondria
in Dogs: Effects of Aging and Long Term Aldosterone Infusion. Am J Physiol Heart
Circ Physiol 2012 Dec 15;304:H514-H528.



Anexos 191

(26)

O'shea KM, Khairallah RJ, Sparagna GC, Xu W, Hecker PA, Robillard-Frayne I, et al.
Dietary omega-3 fatty acids alter cardiac mitochondrial phospholipid composition and
delay Ca2+-induced permeability transition. J Mol Cell Cardiol 2009 Dec;47(6):819-
27.

(27) Papanicolaou KN, Ngoh GA, Dabkowski ER, O'Connell KA, Ribeiro RF, Stanley WC,

(28)

(29)

(30)

€19

(32)

(33)

(34)

et al. Cardiomyocyte deletion of mitofusin-1 leads to mitochondrial fragmentation and
improves tolerance to ROS-induced mitochondrial dysfunction and cell death. Am J
Physiol Heart Circ Physiol 2012 Oct 28;302(1):H167-H179.

Khairallah RJ, Sparagna GC, Khanna N, O'shea KM, Hecker PA, Kristian T, et al.
Dietary supplementation with docosahexaenoic acid, but not eicosapentaenoic acid,
dramatically alters cardiac mitochondrial phospholipid fatty acid composition and
prevents permeability transition. Biochim Biophys Acta 2010 Aug;1797(8):1555-62.

Evangelista LS, Heber D, Li Z, Bowerman S, Hamilton MA, Fonarow GC. Reduced
body weight and adiposity with a high-protein diet improves functional status, lipid
profiles, glycemic control, and quality of life in patients with heart failure: a feasibility
study. J Cardiovasc Nurs 2009 May;24(3):207-15.

Rosendorff C, Black HR, Cannon CP, Gersh BJ, Gore J, 1zzo JL, Jr., et al. Treatment
of hypertension in the prevention and management of ischemic heart disease: a
scientific statement from the American Heart Association Council for High Blood
Pressure Research and the Councils on Clinical Cardiology and Epidemiology and
Prevention. Circulation 2007 May 29;115(21):2761-88.

Galvao TF, Brown BH, Hecker PA, O'Connell KA, O'shea KM, Sabbah HN, et al.
High intake of saturated fat, but not polyunsaturated fat, improves survival in heart
failure despite persistent mitochondrial defects. Cardiovasc Res 2012 Jan 1;93(1):24-
32.

Hecker PA, Galvao TF, O'shea KM, Brown BH, Henderson R, Jr., Riggle H, et al.
High-sugar intake does not exacerbate metabolic abnormalities or cardiac dysfunction
in genetic cardiomyopathy. Nutrition 2012 May;28(5):520-6.

Galvao TF, Khairallah RJ, Dabkowski ER, Brown BH, Hecker PA, O'Connell KA, et
al. Marine n3 Polyunsaturated Fatty Acids Enhance Resistance to Mitochondrial
Permeability Transition in Heart Failure, but Do Not Improve Survival. Am J Physiol
Heart Circ Physiol 2013 Jan 15;73(1):H12-H21.

Pfeffer MA, Pfeffer JM, Steinberg C, Finn P. Survival after an experimental
myocardial infarction: beneficial effects of long-term therapy with captopril.
Circulation 1985 Aug;72(2):406-12.



Anexos 192

Table 1.Composition of the diets.

Standard Diet High Protein Diet
(18% of energy from (30% of energy from
Ingredient (g per kg of diet) Protein) Protein)

Casein 174 291
L-Cystine 2.6 4.2
Corn Starch 538 429
Maltodextrin 10 121 121
Cellulose 48 48

Lard 51 51

Soybean Oil 10 10

Minerals and Vitamins 55 55
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Table 2. Body and tissue masses, and echocardiographic data at 14 weeks in Protocol 1.

18% Protein Diet

30% Protein Diet

Sham Heart Failure Sham Heart Failure

(n=15) (n=19) (n=11) (n=17)
Final body mass (g) 408 £ 8 390+ 7 419+9 375 £ 7*
Tibia Length (mm) 39.6+0.2 39.4+0.2 39.440.3 39.1+0.2
Atria mass (mg) 57«5 213 + 13* 60+6 197 + 18*
RV mass (mg) 198+ 6 413 £11* 192+ 6 402 £ 17*
LV mass (mg) 876 + 18 1282 +33%* 926 +24 1294 + 44%*
Retroperitoneal fat pad mass (g) 3.63 £ 0.31 2.15+0.16* 3.88+0.21 2.12+0.11*
Epididymal fat pad mass (g) 4.48+0.28 3.35+0.16* 4.47+0.25 2.97+0.13*
Liver mass (g) 12.0+0.2 12.7+0.3 126+04 12.1+£0.3
Kidney mass (g) 2.53 +0.06 1.94 + 0.04* 2.68 + 0.06 2.10+0.05 *
Serum Creatinine(mg/dl) 1.40 +0.08 1.37+0.10 1.30+0.08 1.34 £ 0.06
Echocardiography:
Heart rate (bpm) 359+7 342 +£5 349 £ 12 3375
End Diastolic volume (mL) 0.50+0.03 0.64 + 0.05%* 0.45+0.04 0.64 + 0.06*
End Systolic volume (mL) 0.09+0.010 0.22+0.02* 0.09+0.01 0.22 £ 0.03*

*p<0.05 compared to sham group within the same diet. There were no significant differences between the two diet groups.
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Table 3.Mitochondrial enzyme activities, yield and respiratory function at 14 weeks in Protocol 1.

Mitochondrial Enzyme Activities in Whole Tissue
Citrate synthase activity (umols-g wet'-min™")
MCAD activity (umols-g wet ' min™")

Aconitase activity (mmols-g wet ' min™")

Subsarcolemmal mitochondria

Yield (mg mitochondrial protein/g wet mass)
Citrate synthase activity (umols-mg prot.-min™")
MCAD activity (umols-mg prot.”-min™")
Aconitase activity (umols-mg prot.-min™)
Respiration:

Glutamate + malate: State 3

Glutamate + malate: State 4

Glutamate + malate: RCR

Glutamate + malate: ADP:O

Palmitoylcarnitine: State 3
Palmitoylcarnitine: State 4
Palmitoylcarnitine: RCR

Palmitoylcarnitine: ADP:O

Rotenone + Succinate: State 3
Rotenone + Succinate: State 4
Rotenone + Succinate: RCR
Rotenone + Succinate: P:O

Interfibrillar mitochondria

Yield (mg mitochondrial protein/g wet mass)
Citrate synthase activity (umols-mg prot.-min™")
MCAD activity (umols-mg prot.”"-min™")
Aconitase activity (umols-mg prot.-min™")
Respiration:

Glutamate + malate: State 3

Glutamate + malate: State 4

Glutamate + malate: RCR

Glutamate + malate: ADP:O

Palmitoylcarnitine: State 3
Palmitoylcarnitine: State 4
Palmitoylcarnitine: RCR

18% Protein Diet

Sham
(n=14)

1609+ 6.4
126+ 0.4
154+0.8

16.5+0.6

1.9 +0.08
0.15+0.010

388+5.2

197.4+ 13
299+1.7
6.1+03
22+0.1

198 £ 12
493 +3.7
39+03
2.1£0.1

289.7+15.4
1144 +£4

2.50 £0.08
1.3+£0.0

13.0+0.7
2.6+0.1

0.18£0.01

499+5.5

204.6 + 14
359+3.1
59+03
27+0.2

240.6+54
70.8 £ 6.3
34+03

Heart Failure

(n=17)

115.5+£6.7%
9.3+0.6*
10.2 £0.8*

14.1 £0.5*
1.7 +£0.05

0.12+0.010*

422+3.5

193.4+10.9
31.2+2.1
6.4+0.3
2.1£0.1

172+ 8.9
52.7+£29
3.5+0.1
22+0.0

267.3+14.6

102.9+ 6.4

2.64+£0.11
1.4+0.1

10.4 +0.4*
2.7+0.2
0.14+0.01
62.7+£3.9

20511
432+24
4.88+0.3

25+0.1

231.1+8.8
78.7+ 4.3
34+0.1

30% Protein Diet

Sham
(n=9)

1442+ 74
11.4+09
159+0.6

16.4+0.4

1.9+0.12
0.15+0.01

53.4+6.1

207.4+13.4
28.9+2
6.7+04
2.1+0.1

197+9.1
54.1+3.2
36+£0.2

22+0.1

289.3+17.4
108+ 7.9

2.69 £ 0.09
1.3+0.1

14.5+0.8

2.7+£0.1
0.18£0.01

68.7+£6.2

207.4+13.5
37.6+2.1
5.6+04
2.5+0.1

250.4+20.4
71.3+6.6
33+0.1

Heart Failure
(n=14)

94.2 £ 8.7*
7.7£0.6*
10.9 +1.3*

14.3£0.3*
1.8 £0.08

0.14+0.010
46.5+4.38

167.5+£9.2
28.6+ 1.5
6.0+0.4

2.3+0.06

152+ 11*
46.5+3.5
3.4+0.1
23+0.1

299.3+0.5
105+5

2.65£0.08
1.3+0.1

9.5+0.5*%
244+0.1

0.15+0.01

52.8+3.5

194+ 12.6
40.1+2.7
4.99+03
2.6+0.1

194.5+17.1
68+7.4
3+0.2
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Palmitoylcarnitine: ADP:O 22+0.1 23+0.1 23+0.1 24+0.1
Rotenone + Succinate: State 3 393.8+14.5 4255+ 19 4155+21.2 410+ 17
Rotenone + Succinate: State 4 152.8+5 1544+ 6.4 159.3+11.9 1552+7.4
Rotenone + Succinate: RCR 2.6 +0.07 2.76 £0.08 2.74+£0.13 2.65+0.06
Rotenone + Succinate: ADP:O 1.4+£0.1 1.3+£0.0 1.4+0.1 1.3+£0.1

*p<0.05 compared to sham group within the same diet. There were no significant differences between the two

diet groups
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Table 4. Body and tissue masses, and left ventricular volumes and function in Protocol 2 taken at 22

weeks following surgery.

Final body mass (g)

Atria mass (mg)

RV mass (mg)

LV mass (mg)
Retroperitoneal fat pad mass (g)
Epididymal fat pad mass (g)
Liver mass (g)

Kidney mass (g)

Serum Creatinine (mg/dL)
Echocardiography:

Heart rate (bpm)

End Diastolic volume (mL)
End Systolic volume (mL)

18% Protein Diet

Sham
(n=16)
450+10
81.9+43
210+ 6.3
984 £ 22
5.08+0.26
5.44+0.39
12.63 £0.30
2.74 £ 0.05
1.76+0.20

3665
0.29 +0.03
0.05+0.01

Heart Failure

(n=24)
424+ 11
294 & 17*

396 +22.1%

1411 + 46*

3.41 +0.32%

430 +0.22*

12.72 +0.48

2.16+0.07*
1.24+0.10

330 £ 6*
0.40 £ 0.04
0.15+0.02*

30% Protein Diet

Heart Failure

(n=13)
423+9
256 +£23.4%
424 £ 27*
1477 £ 52*
2.81+0.34*%
3.88 £ 0.30*
13.32+0.38
2.33+£0.06*
1.21+0.20

327+ 7%
0.44 £ 0.06
0.18 +£0.03*

* p<0.05 compared to the sham group. There were no significant differences between the two heart failure

groups.
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Table 5.Mitochondrial enzyme activities, yield and respiratory function at 22 weeks following surgery in

Protocol 2.

Mitochondrial Function

Mitochondrial Enzyme Activities in Whole Tissue
Citrate synthase activity (umols-g wet-min™)
MCAD activity (umols-g wet ' min™")

Aconitase activity (mmols-g wet ' min™")

SubsarcolemmalMitochondria

Yield (mg mitochondrial protein/g wet mass)
Citrate synthase activity (umols-mg prot.” -min™")
MCAD activity (umols-mg prot.”-min™")

Aconitase activity (umols-mg prot.”-min™")

Respiration:

Glutamate + malate: State 3
Glutamate + malate: State 4
Glutamate + malate: RCR
Glutamate + malate: ADP:O

Palmitoylcarnitine: State 3
Palmitoylcarnitine: State 4
Palmitoylcarnitine: RCR

Palmitoylcarnitine: ADP:O

Rotenone + Succinate: State 3
Rotenone + Succinate: State 4
Rotenone + Succinate: RCR

Rotenone + Succinate: P:O

Interfibrillar Mitochondria
Yield (mg mitochondrial protein/g wet mass)

Citrate synthase activity (umols-mg prot.” -min™")
MCAD activity (umols-mg prot.”"-min™")

Aconitase activity (umols-mg prot.”-min™")

Respiration:

Glutamate + malate: State 3
Glutamate + malate: State 4
Glutamate + malate: RCR
Glutamate + malate: ADP:O

PalmitoylCarnitine: State 3
PalmitoylCarnitine: State 4

18% Protein Diet

Sham

(n=16)
132.2+8.3
13.1£0.8
13.3+£1.3

16.3+0.9

24402
0.18£0.02

50.1+£3.7

207.1 £9.7
342+23
63+04

2.03+0.08

247.2+13.8
56.4+2.7
44402
2.23+£0.07

368 £18.3
133+5.6
2.7+0.1

1.37+£0.08

13.5+0.5
2.7+£0.2
0.25+0.02
472+3.6

2425+ 11
38.1+£3.2
6.8+0.5

2.35+0.12

339.3+23.8
70.4+4.8

Heart Failure
(n=21)
95.9 +7.3%
8.9+0.7*
10.6 £0.8

13.3+1

22+0.1
0.17+0.01

522+4

2143+11.4
36+2.4
6.2+0.3
1.89 +0.07

207.9 £10.2*
574+2.1
3.6£0.1

2.29+£0.08

355+17
124 +7
29+0.1

1.45+0.06

8.5+£0.3*

2.5+0.1
0.19+£0.01

50.8+£4.5

234+9.1
42.1+£2.6
5.8+0.2
2.19+£0.09

243.7 £ 15.2%*
68.1+3.6

30% Protein Diet

Heart Failure
(n=13)
91.5+6.7*
8.4 +£0.5%
8.7 +£0.6*

14.5+0.6
24402
0.19+0.02
59.6 £4.19

180 +12.1
203+23
63+04

2.15+£0.06

199.6 = 11.4*
57+4.38
3.6£0.2

2.34+£0.09

332+ 19.5
123+9.6
2.8+0.2
1.40 +0.07

8.4+0.9*
2.5+0.1

0.21 +£0.02
53+34

2145+ 16.6
38.7+£3.9
59+0.5

2.36+0.12

213.1+7.5%
63.4+4.7
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PalmitoylCarnitine: RCR
PalmitoylCarnitine: ADP:O

Rotenone + Succinate: State 3
Rotenone + Succinate: State 4
Rotenone + Succinate: RCR

Rotenone + Succinate: ADP:O

* p<0.05 compared to the sham group.
groups.

5.0+04 3.6+0.2% 3.5+0.2*
2.39+0.1 2.36+0.08 2.38+0.11
498 +21.5 493 +£21 444.5 +30.8
176 £ 6.7 182+9 166 + 15
29+0.1 2.8+0.1 2.8+£0.2
1.42 £0.07 1.28 £0.05 1.41 £0.07

There were no significant differences between the two heart failure
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Figure Legends

Figure 1. Left ventricle and atria masses, and LV ejection fraction (LVEF) after 14 weeks of treatment in
Protocol 1. *P < 0.05 compared with respective sham. The group sizes were 15 and 19 for sham and heart

failure, respectively, with 18% protein, and 11 and 16 for sham and heart failure, respectively, with 30% protein.

Figure 2. Effect of diet on Ca®" induced swelling of isolated mitochondria as assessed from the change in
absorbance at 540nm, after 14 weeks of treatment in Protocol 1. There were no significant differences among
groups. The group sizes were 15 and 19 for sham and heart failure, respectively, with the 18% protein diet, and

11 and 16 for sham and heart failure, respectively, with 30% protein.

Figure 3. Survival plotted as a function of duration of dietary treatment for Protocol 2. Rats initiated dietary
treatment 3 days after surgery. The initial group sizes were 16 for the sham group, and 32 and 15 heart failure

groups with 18% and 30% protein, respectively.

Figure 4.Left ventricle and atria mass, and LV ejection fraction (LVEF) after 22 weeks of treatment in Protocol
2. *P <0.05 compared to sham. There were no significant differences between the two heart failure groups. The
group sizes were 16 for the sham group, and 24 and 13 heart failure groups with 18% and 30% protein,

respectively.

Figure 5. Effect of diet on mitochondrial Ca®" induced swelling, as assessed from the relative change in
absorbance at 540nm, after 22 weeks of treatment in Protocol 2. * denotes p<0.05 for heart failure with 18%
protein compared to sham, and # p<0.05 for heart failure with 30% protein compared to sham. The group sizes

were 16 for the sham group, and 21 and 13 heart failure groups with 18% and 30% protein, respectively.
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Figure 6. Left Panels: Extramitochondrial Ca*" concentration following an injection of 30 nmols Ca*" /mg
mitochondrial protein at time = 0. Right Panels: Response of extramitochondrial Ca®" concentration to a
progressive rise in tert-butyl hydrogen peroxide (tBH), and index of ROS-induced MPT. Data are from Protocol
2 after 22 weeks of treatment. * denotes p<0.05 for heart failure with 18% protein compared to sham, # p<0.05
for heart failure with 30% protein compared to sham, f p,0.05 for the heart failure with 30% protein vs. both
sham and 18% protein. The group sizes were 16 for the sham group, and 21 and 13 heart failure groups with

18% and 30% protein, respectively.
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Figure 1
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Figure 2.
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Figure 3
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Figure 4

40

L
L=
L

LViTibia (mgfmm)
=]
(=)

10 +
0 SHANT
18% protein 18% protein  30% protein
—f - *
g® *
£
= 10
£
w
54
=
82 -
] ‘ \
<X
0 SHAM HeartFailure Heartfailure
18% protein 18% protein  30% protein
100 4
_— .
80 4
32 60 1
L
3 40 -
20 4
0

18% protein 18% protein  30% protein



Anexos 205
Figure 5
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Figure 6
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