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Resumo

Fundamento: A restricao calérica compromete a funcao e a morfologia cardiacas em coragdes hipertrofiados de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). No entanto, a influéncia de ciclo de jejum/Realimentacao é desconhecida.
Objetivo: Investigar o efeito de ciclos de jejum/realimentacao sobre a remodelacao e funcao miocardica. Além disso, o
presente estudo foi desenhado para avaliar os mecanismos subjacentes a participacao do transito de calcio (Ca*?) e sistema
beta-adrenérgico.

Métodos: Neste estudo, SHR machos de 60 dias de idade foram submetidos a alimento ad libitum (grupo C), 50% de
restricao alimentar (grupo R_)) ou ciclos de RF (grupo RF) por 90 dias. A remodelacao cardiaca foi avaliada por meio da
andlise ultraestrutural e funcao do miisculo papilar isolado. Adotou-se o nivel de significancia de 5% (o. = 0,05).
Resultados: Os ratos do grupo RF apresentaram menor atrofia cardiaca do que os do grupo R, em relacao aos do grupo C.
Os ratos do grupo C aumentaram peso corporal, os ratos do grupo R, mantiveram seu peso corporal inicial e os ratos do
grupo RF aumentaram e reduziram seu peso durante o ciclo RF. O ciclo RF nao causou comprometimento funcional, pois
os parametros isotdnicos e isométricos apresentaram comportamento similar aos dos ratos do grupo C. Os parametros
cardiacos isotdnicos e isométricos mostraram-se significativamente elevados nos ratos do grupo RF em comparacao aos
dos ratos do grupo R_. Além disso, os ratos do grupo R_, apresentaram dano cardiaco em comparagao aos ratos do grupo
C quanto as varidveis isotonicas e isométricas. Os ratos do grupo R, apresentaram alteracées focais em muitas fibras
musculares, enquanto os ratos do grupo RF apresentaram leves alteragoes, como perda ou desorganizacao de miofibrilas.
Conclusao: Ciclos de Jejum/Realimentagao promovem efeitos benéficos cardiacos e atenuam o dano miocardico
causado por restricao calérica em SHR, contribuindo para reduzir o risco cardiovascular e os danos morfolégicos.
Além disso, o ciclo de jejum/realimentacao promove leve melhora do transito do Ca** e do sistema beta-adrenérgico.
(Arq Bras Cardiol. 2018; 111(3):400-409)

Palavras-chave: Ratos; Hipertensao; Miocardio/disfuncao; Doenca Cronica; Realimentacao; Restricao Calérica.

Abstract

Background: Caloric restriction is known to impair the cardiac function and morphology in hypertrophied hearts of spontaneously hypertensive
rats (SHR); however, the influence of fasting/refeeding (RF) is unknown.

Objective: To investigate the fasting/refeeding approach on myocardial remodeling and function. In addition, the current study was designed to
bring information regarding the mechanisms underlying the participation of Ca®* hdnd/mg and B-adrenergic system.

Methods: Sixty-day-old male SHR rats were submitted to food ad libitum (C), 50% food restriction (R, ) or RF cycles for 90 days. Cardiac remodeling
was assessed by ultrastructure analysis and isolated papillary muscle function. The level of significance considered was 5% (o. = 0.05).

Results: The RF rats presented lower cardiac atrophy than R_ in relation to C rats. The C rats increased weight gain, R, maintained their initial
body weight and RF rats increased and decreased weight dur/nn RF. The RF did not cause functional impairment because the isotonic and
isometric parameters showed similar behavior to those of C. The isotonic and isometric cardiac parameters were significantly elevated in RF rats
compared to R, rats. In addition, the R, rats had cardiac damage in relation to C for isotonic and isometric variables. While the R, rats showed
focal changes in many muscle fibers, the RF rats displayed m:ld alterations, such as loss or disorganization of myofibrils.

Conclusion: Fasting/refeeding promotes cardiac beneficial effects and attenuates myocardial injury caused by caloric restriction in SHR rats,
contributing to reduce the cardiovascular risk profile and morphological injuries. Furthermore, RF promotes mild improvement in Ca** handling
and B-adrenergic system. (Arq Bras Cardiol. 2018; 111(3):400-409)
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Introducao

As principais causas de mortalidade por doencas cronicas
nao-transmissiveis (DCNTs) sdo doenca cardiovascular, cancer,
doenga respiratéria cronica e diabetes.” Essas condigoes
compartilham um pequeno ndmero de fatores de risco
comportamentais, que agravam as DCNTs e incluem dieta
nao saudavel, intimamente relacionada com hipertensao.

Ha muito a restricao calérica (RC) é conhecida por promover
vérios efeitos benéficos.>* No entanto, embora a RC possa
evitar o dano cardiaco em coragoes hipertrofiados de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR),* é comum notar-se
flutuagao do peso corporal tipicamente denominada "sindrome
do i6-i0" durante uma dieta rigida, tendo tal flutuagao mostrado
efeitos cardiovasculares deletérios.>® Pesquisas de nosso
laboratério e de outros mostraram que a restricao alimentar
severa pode causar danos morfolégicos e comprometimento
da fungao cardiaca em ratos normais e SHR.”'2

Recentemente, jejum intermitente ou ciclos de jejum/
realimentacao também mostrou ser capaz de prolongar a
vida e apresentar efeitos benéficos para a satde quando
comparado ao consumo de alimento ad libitum,>">' pois
melhora a fungao cardiovascular e vérios fatores de risco
de doencas cardiovasculares.'® Essa abordagem alimentar
implica também em efeito protetor contra estresse oxidativo,
menores taxas de doenca renal,"” prolongamento da fungao
reprodutiva,'® normalizacao do gasto energético de repouso
e recuperacao da sintese proteica, mas pode causar muitos
distdrbios metabdlicos.'

Em ratos normotensos submetidos a restricio alimentar,
a realimentagdo diminuiu a incidéncia de arritmia cardiaca
e reverteu a deplecao de proteinas cardiacas.”'*? A restricao
alimentar causou disttrbios na fungdo cardiaca, que foram quase
que completamente revertidos ao normal apés realimentagao,
em coracao de rato isolado.?* No nosso laboratério, observamos
que ciclos de jejum/realimentagdo reverteram a disfungdo
mecanica e atenuaram os danos estruturais nos musculos
papilares causados por RC em ratos normotensos.** No entanto,
ainda nao estd claro se os ciclos de jejum/realimentagao podem
promover efeitos similares e/ou reverter o dano cardiaco
induzido por restricdo alimentar em SHR.”'? Portanto, este
estudo teve por objetivo investigar a abordagem jejum/
realimentagdo sobre a remodelacdo e fungdo miocardica.
Além disso, o presente estudo foi projetado para obter informagao
quanto aos mecanismos subjacentes a participagao do transito
do Ca** e do sistema beta-adrenérgico. Nossa hipétese é que
a condigdo jejum/realimentagao atenuaria o dano miocardico
causado pela restricao alimentar e contribuiria para o
remodelamento cardiaco normal em SHR sem alteragdes do
transito do Ca** e do sistema beta-adrenérgico.

Métodos

Modelo animal e protocolo experimental

Neste estudo, SHR machos de 60 dias de idade foram
distribuidos em trés grupos: controle (grupo C, n = 7); restricao
alimentar (grupo R, , n = 7); e ciclos de jejum/realimentagao
(grupo RE, n = 7). O grupo C foi alimentado com &gua ad
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libitum e ragao Labina com a seguinte composigao: 7,0%
de gordura; 20,55% de proteina; 62,95% de carboidrato;
5,0% de fibra e 4,5% de teor de umidade (Agribands, Brasil).
ATabela 1 mostra a composigao da ragao Labina. O grupo R,
recebeu 50% da quantidade de alimento consumida pelo
grupo C. O grupo RF foi submetido a ciclos de restrigao
alimentar de 50% e realimentacao ad libitum semanalmente.
Todos os ratos foram mantidos neste regime alimentar por
90 dias, sendo entao sacrificados.

Todos os animais foram alojados em gaiolas individuais em
uma sala a temperatura de 232C e com ciclos de 12 horas claro/
escuro, sendo pesados uma vez por semana. Os pesos corporais
inicial e final (PCl e PCF, respectivamente), as razoes entre 0s pesos
ventriculares esquerdo e direito e o peso corporal final (VE/PCF
e VD/PCEF, respectivamente) e a drea seccional (AS) do mdsculo
papilar foram medidos. Todos os experimentos e procedimentos
foram realizados de acordo com o Guia de Cuidado e Uso de
Animais de Laboratdrio publicado pelo United States National
Institutes of Health, sendo aprovados pelo Comité de Ftica da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, Sdo Paulo, Brasil.

Pressao arterial sistélica

Avaliou-se a pressao arterial sistélica pelo método nao invasivo
do manguito de cauda com um eletro-esfigmomandmetro
Narco BioSystems (International Biomedical, Austin, TX, EUA)
no inicio e ao final do protocolo experimental. Registrou-se a
média de duas leituras de pressdo para cada animal.

Desempenho do misculo isolado

O desempenho contratil intrinseco do coragao foi avaliado
estudando-se o mdsculo papilar isolado do ventriculo
esquerdo (VE), conforme como anteriormente descrito.”'%'2
Foram determinados parametros de contragao isométrica,
incluindo tensdo desenvolvida (TD, g/mm?, definida como
tensao isométrica menos tensdo de repouso), tensdo de

Tabela 1 — Composigéo da ragao Labina

Ingredientes (g/kg)
Amido 3975
Amido de milho dextrinizado 132,0
Sacarose 100,0
Carboidratos 629,5
Caseina 200,0
L-Cisteina 3,0

Bitartarato de colina 25

Proteina 205,5
Oleo de soja 70,0
Gordura 70,0
Fibra 50,0
Mistura de vitaminas 10,0
Mistura de minerais 35,0
Total 1000
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repouso (TR, g/mm?), tempo para atingir o pico da tensao
desenvolvida (TPT, ms), velocidade maxima de variacao da
tensao desenvolvida (+dT/dt, g/mm?/s) e velocidade maxima
de variagdo de decréscimo da tensao desenvolvida (-dT/dt,
g/mm?/s). Os pardmetros isotonicos foram porcentagem de
encurtamento (PS, %), tempo para encurtamento maximo
(TPS, ms), velocidade méxima de encurtamento (-dL/dt, ML/s)
e velocidade méaxima de relaxamento (+dL/dt, ML/s), onde
ML/s é o comprimento muscular por segundo.

O comportamento mecdnico do musculo papilar foi
avaliado sob condicoes basais de concentracao de Ca** de
1,25 mM e apés as seguintes manobras inotrépicas: aumento
da concentragao de Ca’* extracelular de 0,625 para 1,25,
2,5 e 5,2 mM, e estimulagao beta-adrenérgica com 0,01,
0,1 e 1,0 uM de isoproterenol. Os parametros usados para
caracterizar o musculo papilar foram: comprimento (mm),
peso (mg) e AS (mm?). O comprimento muscular associado
a TD méxima foi definido como L__ in vitro e medido com
um catetdmetro Gartner (Chicago, IL, EUA). Para comparar a
fungao mecanica entre diferentes comprimentos musculares,
parametros isométricos e isotdnicos foram normalizados
pelaASepeloL .

X

Estudo morfolégico

Para o estudo ultraestrutural (trés animais por grupo),
pequenos fragmentos do musculo papilar VE foram fixados
em solugao de Karnovsky em 0,12 M fosfato, pH de 7,2 por
1-2 horas e p6s-fixados em 1% tetroxido de ésmio em 0,1 M
tampao fosfato por 2 horas.?> Ap6s desidratacao em uma série
graduada de etanol, as amostras foram incluidas em resina
de ep6xi. Cortes ultrafinos de dreas selecionadas foram feitos
com navalhas de diamante, submetidos a duplo contraste
com acetato de uranila e citrato de chumbo, e examinados
em microscopio eletronico Philips EM 301. A AS do midcito
VE foi medida com microscépio composto ligado a sistema
computadorizado de andlise de imagem (Image-Pro Plus 3.0,
Media Cybernetics, Silver Springs, MD, EUA).

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usando o programa
SigmaStat 3.5 (SYSTAT Software Inc., San Jose, CA, EUA).
As variaveis das caracterfsticas gerais e da funcao miocardica em
condigdo basal com distribuigao normal foram expressas como
médias + desvio-padrao (DP). Os grupos foram comparados
usando-se analise de variancia (ANOVA) de uma via para
amostras independentes. Utilizou-se ANOVA de duas vias para
medidas repetidas para avaliar a evolucao do peso corporal e os
efeitos inotrépicos positivos e negativos na fungao miocardica.
Quando houve diferenca significativa (p < 0,05), usou-se os
testes post hoc de Tukey ou Bonferroni para comparagoes
mdltiplas. Adotou-se o nivel de significancia de 5%.

Determinou-se o tamanho da amostra (n) com a equagao:
n =1+ [2C * (s/d)?], onde C (z score o + z score )* depende
dos valores escolhidos para poder estatistico do teste (90%;
erro tipo 11) e nivel de significancia (0,05; erro tipo 1); o valor do
desvio-padrao (s) adotado foi 0,25, sendo a minima diferenga
entre os grupos (d) de 0,5. O tamanho de amostra necessario

para detectar uma diferenca significativa entre os grupos foi
de 6,25 ratos por grupo. Entretanto, decidimos usar 7 animais
por grupo para a maioria das andlises.

Resultados

Caracteristicas gerais e morfologicas dos ratos

Valores significativamente elevados de PCF, VE,
VD, VE/PCF e VD/PCF foram encontrados no grupo
C em comparacdo aos grupos R, e RF (Tabela 2).
Ap6s 12 semanas, os ciclos de jejum/realimentagao
promoveram substancial elevagdo do PCF e do consumo
alimentar que foram significativamente maiores do que
aqueles no grupo R, . Em relacdo aos parametros cardfacos,
os grupos RF e R, apresentaram comportamento diferente.
Especificamente, o VE (RF: 12,12% e R, : 48,5%; p < 0,05),
0 VD (RF: 19,04% e R, : 47,62%; p < 0,05), o VE/PCF
(RF: 6,64% e R, :19,2%; p < 0,05) e o VD/PCF (RF: 12,06%
eR_:18,96%; p < 0,05) apresentaram redugdo percentual
nos ratos dos grupos RF e R_, em comparacao aqueles do
grupo C. Entretanto, os ratos submetidos aos ciclos de
jejum/realimentagdo apresentaram menos atrofia cardiaca
do que os do grupo R,, em relagdo aos do grupo C.

Além disso, os ratos do grupo C apresentaram ganho
corporal crescente, enquanto aqueles do grupo R,
mantiveram seu PCl apés 12 semanas de protocolo
experimental (Figura 1). Por outro lado, os ratos do grupo RF
ganharam peso dependendo da ingestao de alimento, com
aumento e redugao de peso corporal durante as fases de
realimentagao e jejum, respectivamente (Figura 1).

Desempenho do misculo isolado

Os ciclos de jejum/realimentacdo nao causaram
comprometimento funcional (Tabelas 3 e 4). Entretanto, os
parametros isotonicos [-dL/dt, TPS, TR, | e isométricos (TPT,
+dT/dt, -dT/dt, TR, ) mostraram-se significativamente elevados
nos ratos do grupo RF em comparagao aqueles do grupo R, ,
indicando que os ciclos de jejum/realimentacao preservam a
fase de contracao e relaxamento da fungao cardiaca. Além
disso, os ratos do grupo R, apresentaram dano cardiaco em
relagao aos do grupo C para as varidveis isotonicas e isométricas.
A AS do misculo papilar nao diferiu entre os grupos.

Estimulacao com calcio extracelular

As elevagoes da concentragao de Ca?* extracelular de
0,625 para 5,2 mM resultaram em efeito inotrépico positivo
nos miécitos de todos os grupos (Figuras 2A-F). Entretanto, os
resultados mostrados nas Figuras 2B, C e E indicam que o Ca**
extracelular (1,25 e 2,5 mM) induziu maior resposta em +dT/dt
(RF: 99,1 = 23,6; 132,1 = 36,2 g/mm?/svs. R : 63,2 = 12,8;
91,5 £ 22,0 g/mm?s; p < 0,05, respectivamente), -dT/dt
(RF: 30,6 = 5,9; 359 = 5,8 g/mm¥svs. R : 22,0 £ 4,4;
28,5 = 6,1 g/mm?s; p < 0,05, respectivamente) e -dL/dt
(RF: 2,19 +£0,45; 2,77 = 0,51 ML/svs. R_: 1,47 = 0,24;
1,99 = 0,31 ML/s; p < 0.05, respectivamente) nos ratos do
grupo RF do que nos do grupo R_ . Além disso, -dT/dt e -dL/dt
estavam significativamente reduzidos no miocérdio de ratos do
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Tabela 2 - Caracteristicas gerais dos ratos
Parametros Grupos
c R,, RF

PCI (g) 247+ 15 248 +12 249 +13
PCF (g) 366 + 14 236+ 17" 342+ 21
CA (g/semana) 159 + 23 T7+4 130 + 551
PAS inicial (mmHg) 1778 1775 1817
PAS final (mmHg) 163+ 13 157 £ 15 156 +5
VE (9) 0,99 £ 0,04 0,51+0,01 0.87 £0.08'
VD (g) 0,21 +0,02 0,11+0,01° 0.17 £0.02°
VE/PCF (mg/g) 2,71+0,05 219+0,16' 2,53 +0.08
VD/PCF (mglg) 0,58 + 0,04 0,47 +0,05° 051+0.05

C: grupo controle; R, animais com restri¢éo alimentar de 50%; RF: animais com alternéncia entre restrigédo alimentar de 50% e realimentagéo; PCI: peso corporal
inicial; PCF: peso corporal final; CA: consumo alimentar; PAS: pressdo arterial sistdlica; VE: peso do ventriculo esquerdo; VD: peso do ventriculo direito. Valores
expressos como média  DP (n = 7). * significativo para p < 0,05 vs. C; T p < 0,05 vs. R, ANOVA de uma via e teste de Tukey post hoc.
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Figura 1-Alteragdes do peso corporal apés 90 dias de tratamento. Grupos: controle (C, quadrados, n = 7); animais submetidos a restrigéo alimentar de 50% (R,, tridngulos,
n =7); e animais submetidos a alternancia de restricao alimentar de 50% e realimentacéo (RF, circulos, n = 7). Valores expressos como média + DP; * significativo para

p<005 R

50

vs. C;Tp<0,05 RFvs. R,

50

grupo R, em concentragao de Ca** de 5,2 mM se comparados
aos do grupo RE. Quando submetidos as manobras inotrépicas,
TD, PS e +dL/dt foram semelhantes nos grupos RF e R, .
Em relagdo a fungdo cardiaca de ratos do grupo C ap6s
estimulagdo com Ca?*, aqueles submetidos a ciclos de
jejum/realimentagdo apresentaram comportamento similar
(Figuras 2A-F). O (nico resultado significativo entre os grupos
C e R, foi observado na mais alta concentragdo de Ca?*
(5,2 mM); -dL/dt foi significativamente mais baixa no grupo R,
do que no grupo C(C: 2,66 + 0,35 vs. R, : 2,18 = 0,33 ML/s,
p < 0,05) (Figura 2E).

Estimulacao com isoproterenol

Os ciclos de jejum/realimentacdo elevaram +dT/dt,
-dT/dt e -dL/dt na concentragdo mais alta de isoproterenol
(1 uM) em comparagao aos valores do grupo R, , indicando
um efeito inotrépico positivo nos midcitos. Em contraste, o
grupo RF apresentou redugao de +dL/dt em comparagao
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#p< 0,05, C vs. RF. ANOVA de duas vias para medidas repetidas; teste de Bonferroni post hoc. Fonte: grupo de pesquisa.

ao grupo R, para a mesma concentragao de isoproterenol
(Figura 3F). Além disso, efeitos similares foram observados em
+dT/dt e -dT/dt a 1uM de isoproterenol no grupo C quando
comparado ao R, (Figuras 3B e C). Ademais, os ratos do
grupo RF apresentaram maior +dL/dt na condigao basal e
concentragoes de isoproterenol (0,01 M) em comparagao
aos do grupo C (Figura 3F). Nao houve diferenca significativa
nos dados mecanicos (TD e PS) sob estimulagao inotrépica
com isoproterenol entre os grupos (Figuras 3A e D).

Morfologia miocardica

Os ratos do grupo C mostraram caracteristicas morfologicas
normais, com miofibrilas preenchendo todo o sarcoplasma,
sarcomeros bem definidos, mitocondrias com cristas
lamelares, membranas sarcoplasmaticas com aspecto regular,
reticulo sarcoplasmético entre as miofibrilas e ndcleos com
cromatina nao condensada (Figuras 4A e B). O grupo R,
apresentou alteragbes focais, como desorganizagdao ou
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Tabela 3 - Contragéo isotdonica dos grupos na condigao basal

Grupos

c R, RF
PS (%) 19+3 18+3 20+2
-dL/dt (ML/s) 1,89+ 0,40 1,60 + 0,36 2,19+ 0,45
TPS (ms) 168 + 26 205+ 14 161 + 141
+dL/dT (ML/s) 4,28 +1,26 4,13+ 1,11 4,79 0,86
TR, (ms) 58+ 10 7612 53 + 9f
AS (mm?) 0,95+0,22 0,85+0,17 0,91+0,18

C: grupo controle; R, animais com restrigédo alimentar de 50%; RF: animais com alternancia entre restrigédo alimentar de 50% e realimentagéo; OS: porcentagem de
encurtamento; -dL/dt: velocidade maxima de encurtamento; TPS: tempo para encurtamento maximo, +dL/dt: velocidade maxima de relaxamento; TR, tempo para
tensédo desenvolvida decrescer 50% de seu valor maximo; AS: érea seccional do musculo. Valores expressos como média + DP (n = 7) na concentragéo basal de
célcio (1,25 mM); * significativo para p < 0,05 vs. C; T p < 0,05 vs. R, ANOVA de uma via e teste de Tukey post hoc.

Tabela 4 - Contragéo isométrica dos grupos na condigao basal

Grupos
c Ry, RF

DT (g/mm?) 6,17 £ 1,24 6,37 £ 1,14 7,18+1,20
TR (g/mm?) 1,06 £ 0,12 1,12+0,31 1,07 £0,17
+dT/dt (g/mm?/s) 7717 63+ 13 93 +18f
TPT (ms) 146 + 27 184 £19° 128 + 251
-dT/dt (g/mm?s) 295 2+4 3391
TRy, (ms) 174 £ 40 224 +32 171+ 211
AS (mm?) 0,95+0,22 0,85+0,17 091+0,18

C: grupo controle; R,, animais com restrigdo alimentar de 50%; RF: animais com alternancia entre restricéo alimentar de 50% e realimentagéo; TD: tensdo
desenvolvida; TR: tenséo de repouso; TPT: tempo para atingir o pico de tensédo; +dT/dt: velocidade méxima de variagdo da tenséo desenvolvida; -dT/dt: velocidade
maxima de variagéo de decréscimo da tenséo desenvolvida; TR, tempo para tenséo desenvolvida decrescer 50% de seu valor maximo; AS: area seccional do
musculo. Valores expressos como média + DP (n = 7) na concentragéo basal de calcio (1.25 mM); * significativo para p<0,05 vs. C; T p < 0,05 vs. R,,. ANOVA de

uma via e teste de Tukey post hoc.

auséncia de miofibrilas, algumas mitocéndrias polimérficas
com namero reduzido de cristas e areas de dilatacao do
reticulo sarcoplasmatico (Figuras 4C, D e E). Nos ratos do
grupo RF, a Gnica alteragao observada foi a perda das cristas
mitocondriais em algumas organelas. A maioria das fibras
apresentou morfologia normal (Figuras 4F e G).

Discussao

Ha pouca informagao disponivel sobre a relacao entre
fungao e morfologia cardiacas durante jejum/realimentacao em
coragbes hipertrofiados de SHR. Nesse contexto, esse regime
alimentar tornou-se assunto de consideravel interesse cientifico
para perda de peso e melhora da satide cardiometabélica.
Assim, o principal achado deste estudo foi que ciclos de jejum/
realimentagao atenuam o dano causado pela RC. Os resultados
revelam que o ciclo jejum/realimentagao apresentou elevagao
dos parametros isotonicos e isométricos na condicao basal,
assim como melhorou a resposta inotrépica miocardica ao
célcio e isoproterenol. Além disso, o ciclo jejum/realimentagao
reduziu a atrofia cardiaca e as injdrias morfolégicas.

Observou-se menor ganho de peso corporal no grupo RF
do que no grupo C (Tabela 1, Figura 1), porém maior ganho de

peso corporal do que no grupo R, . De acordo com a literatura,
ocorre redugdo de cerca de 13% do peso corporal quando os
animais sao submetidos a 48 horas de jejum.? Esse resultado
parece ser mediado por horménios, como leptina que regula o
apetite e o ganho de corporal. Uma répida inibigao da expressao
do gene ob no tecido adiposo branco ocorre no jejum, e tal
efeito pode ser revertido pela realimentagao.?>2°

Hipertrofia cardiaca, um importante processo patolégico
envolvido no remodelamento cardiaco, serve inicialmente
como um mecanismo compensatério para preservar o débito
cardiaco.?” O remodelamento cardiaco pode ser considerado
o primeiro passo na sequéncia de respostas adaptativas do
coragao ao estresse causado por um grande ndmero de
condigdes fisiolégicas e patolégicas, como alteragoes de
cargas de volume e pressdo e/ou alteracbes metabdlicas.?®
Um estudo recente revelou que o ciclo jejum/realimentacao
induziu atrofia cardiaca visualizada como uma redugao do
coragdo como um todo e do ventriculo esquerdo, assim
como da relacdo VE/PCF. A diminuigao do peso do ventriculo
esquerdo em relagdo ao peso corporal é muito comum
em pequenos animais submetidos a restricao alimentar® e
jejum/realimentacao.* Inibigao da sintese proteica miocérdica
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Figura 2 - Efeitos do aumento do calcio extracelular nos pardmetros miocérdicos isoténicos e isométricos nos musculos papilares do grupo controle (C = barras
pretas), de animais com restrigéo alimentar de 50% (R,,= barras de cor cinza) e de animais submetidos a alternéncia de restrigéo alimentar de 50% e realimentagdo
(RF = barras brancas). Experimento do célcio extracelular: 7 animais em cada grupo. Pardmetros isométricos: A: TD (tenséo desenvolvida normalizada para érea
seccional); B: +dT/dt, g/mm%s (velocidade méxima de variagdo da tenséo desenvolvida normalizada para area seccional); C: -dT/dt, g/mm?s (velocidade méxima
de variagéo de decréscimo da tenséo desenvolvida normalizada para érea seccional). Pardmetros isotonicos: D: PS (porcentagem de encurtamento); E: -dL/dT
(velocidade maxima de encurtamento); F: +dL/dT (velocidade maxima de relaxamento. L : comprimento muscular no pico de TD. Valores expressos como média + DP;
* significativo para p < 0,05 vs. C; T p < 0,05 vs. R, . ANOVA de duas vias para medidas repetidas e teste de Tukey post hoc. Fonte: grupo de pesquisa.

e redugdo na meia-vida média de proteinas sao possiveis
explicagoes para a reduzida massa cardiaca na inani¢ao.*
A sintese proteica, um processo anabélico, é necessaria para
a hipertrofia cardiaca. Duas importantes vias reguladoras
da sintese proteica sao inibidas pela AMPK, um regulador
primario das vias metabdlicas, que desempenha papel
essencial em uma ampla variedade de processos celulares de
protegao contra hipertrofia cardiaca.?" Logo, atrofia cardiaca
poderia ser regulada pela via de sinalizagdo comum da
AMPK no hipotdlamo.

Na andlise ultraestrutural, a restricao alimentar causou dano
morfoldgico focal na maioria das fibras dos misculos papilares.
As mesmas alteragoes foram menos intensas na condicao de
realimentagdo intermitente. Tal condigdo parece auxiliar na
atenuagdao dos mecanismos responséveis por esse dano e
atuar através da melhora do anabolismo proteico e retardo da
degradagao proteica. Achados recentes sugerem que os efeitos
benéficos da realimentacao resultam de reducao na injdria
oxidativa e aumento da resisténcia celular ao estresse.**?
Um possivel mecanismo para o nosso resultado pode estar
ligado a expressdao de atrogina-1, uma E3 ubiquitina-ligase,
também conhecida como MAFbx (muscle atrophy F-box).
As E3-ligases sdo parte do sistema ubiquitina-proteassoma
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utilizado para degradagdo proteica durante atrofia muscular.
A literatura mostra que a expressao de atrogina-1/MAFbx
resulta em atrofia muscular durante condicao catabdlica.*?
No musculo cardiaco, a expressao de atrogina-1/MAFbx
aumenta na insuficiéncia cardiaca e sobrecarga de pressao.?33*

A andlise do mdsculo papilar isolado mostrou que a
restricdo alimentar promove disfungao cardiaca, mas a
realimentagao previne essa situacgdo. Tais estimulos evidenciam
que a melhora da fungao miocardico atribuida a ciclos de
jejum/realimentacado relaciona-se a alteragbes no transito
do Ca?* intracelular, em especial na recaptura e/ou extrusao
do Ca** citosolico, e sistema beta-adrenérgico. Entretanto, a
menor resposta dos ratos privados de alimento ao aumento
da concentragdo de Ca’* extracelular pode estar relacionada
com alteragdes nos mecanismos gerais do ciclo do Ca?*, como
trocador de Na*/Ca?* sarcolemal, canal de Ca?* do tipo L
sarcolemal, reticulo sarcoplasmatico, receptor de rianodina,
bomba de Ca** do reticulo sarcoplasmético e sensibilidade
dos miofilamentos ao Ca*2.*> Em relacdo aos ciclos de
jejum/realimentagao, esse processo pode ser mais rapido e
equilibrado, mas nao foram encontrados estudos que confirme
essa afirmagdo nem demonstre a atividade e a expressao das
proteinas reguladoras do transito do Ca**.
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p < 0,05 vs. R,, ANOVA de duas vias para medidas repetidas e teste de Tukey post hoc. Fonte: grupo de pesquisa.

Outra explicagdo poderia estar relacionada ao papel da
citocina na cardioprotecao mediada pelo jejum intermitente.
O influxo de células inflamatérias e a produgao de mediadores
pré-inflamatérios contribuem para a injdria miocardica.*
Entretanto, a adiponectina pode proteger as células miocardicas
contra a injdria isquémica ao ativar a via da proteina quinase
dependente de AMP ciclico — via Akt, sendo a dltima
parcialmente mediada por restrigao calérica.*” Assim, os efeitos
benéficos de ciclos de jejum/realimentacao podem funcionar
através das vias das citocinas anti-inflamatoérias.

Poucos estudos avaliaram os componentes beta-adrenérgicos
em modelos experimentais de jejum/realimentagdo.?>*
Alguns estudos mostraram que o comprometimento da
funcao cardiaca estd relacionado as alteracoes do sistema
beta-adrenérgico,* enquanto outros ndo relataram reducao
da resposta beta-adrenérgica.** A diminuigao no niimero de
beta-receptores cardiacos foi mostrada em varios modelos
de hipertensao conhecidos por sua associacio com uma
elevagdo na atividade nervosa simpatica, incluindo SHR.*
Assim, a associagao entre elevacao da atividade simpdtica
e infrarregulacao de beta-receptores cardiacos é proxima
o suficiente para sugerir que a redugao no nimero de
beta-receptores ap6s privacao alimentar e realimentacao
indica persistente aumento da atividade simpatica cardfaca.

No entanto, neste estudo, ndo houve dano do sistema
beta-adrenérgico nos ratos do grupo RF, pois a fungao
cardiaca foi similar aquela do grupo C. Esses dados tendem a
embasar a hipétese de que a estimulagao com isoproterenol
preserva o sistema beta-adrenérgico e a fosforilagdo do
AMP-ciclico de proteinas relacionadas ao transito do Ca®*
nos ratos realimentados.

Os ciclos de jejum/realimentagao tornaram-se
tema de considerdvel interesse cientifico como uma
abordagem dietética potencial para perda de peso
corporal e aperfeicoamento da salGde cardiometabdlica.
Os efeitos benéficos do jejum intermitente resultam de
pelo menos dois mecanismos: estresse oxidativo e hipotese
de resisténcia ao estresse.** De acordo com a literatura,
durante jejum intermitente, ha menor producao de radicais
livres nas mitocondrias e, consequentemente, menor dano
oxidativo para as células.>® Outra hipétese é a resisténcia ao
estresse, associada com a elevacao da resisténcia de células
de diferentes tecidos a injiria induzida pelos insultos
oxidativos, genotoxicos e metabdlicos. A conservagao da
resisténcia ao estresse em resposta ao jejum intermitente
em uma variedade de espécies fornece forte evidéncia
de que esse mecanismo, no caso da restricao alimentar,
contribua para prolongar a vida.*
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Figura 4 - Estudo ultraestrutural do misculo papilar do ventriculo esquerdo (n = 3 por grupo). Fotos A e B correspondem ao grupo controle, fotos C, D e E ao grupo
com restrigédo alimentar (R, ) e fotos F e G ao grupo de realimentagéo (RF). O grupo controle apresentou preservagéo da ultraestrutura com miofibrilas (M), reticulo
sarcoplasmatico (ponta da seta), mitocndria (mi), membrana nuclear (N) e membrana plasmatica (seta) normais. Os ratos do grupo R, mostraram alterages celulares,
como mitocondrias polimérficas (*), desorganizagao miofibrilar (**) e pregueamento da membrana plasmética (seta). Durante realimentag&o, o musculo papilar mostrou
preservagéo de miofibrilas (M), mitocéndrias (mi) e membranas plasmaticas (seta), mitocondrias polimérficas (*) e capilar (C). Fonte: grupo de pesquisa.

E importante notar que, conforme estudos em roedores
e seres humanos, a restricao alimentar intermitente pode
promover perda de peso e/ou influenciar favoravelmente
vérios indices de satde cardiometabdlica, com eficacia igual
ou superior a de abordagens convencionais de restrigao
energética continua, como a restrigao alimentar.?® Os ciclos
de jejum/realimentagao aumentam a tolerdncia cardiaca
a injaria isquémica e podem afetar o desenvolvimento de
doenca cardiovascular, evitando o remodelamento cardiaco
pos-infarto e a iminente insuficiéncia cardiaca crénica.?
Comparando-se as duas abordagens dietéticas, alguns estudos
mostraram que a restrigao calérica pode exercer seus efeitos
benéficos primariamente através da reducao do estresse
oxidativo, enquanto que os ciclos de jejum/realimentagao
podem atuar primariamente através do mecanismo de
resisténcia ao estresse,** que pode ter efeito cardioprotetor.

Limitacoes do estudo

Este estudo ndo investigou a atividade e a expressao
das proteinas reguladoras do transito de Ca?* conhecidas
por afetar a contragdo e o relaxamento miocardico.
Além disso, este estudo nao avaliou o envolvimento das
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citocinas anti-inflamatérias, a produgao de radicais livres e a
resposta celular ao estresse, que poderiam auxiliar a consolidar
os efeitos benéficos do jejum intermitente.

Conclusao

Ciclos de jejum/realimentagdo promovem efeitos benéficos
cardiacos e atenuam o dano miocardico causado por RC
em SHR, contribuindo para reduzir o risco cardiovascular
e os prejuizos morfoldgicos. Além disso, o ciclo de jejum/
realimentagao promove leve melhora do transito do Ca** e do
sistema beta-adrenérgico.
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