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RESUMO

FONTES, Milene Tavares. Avalia¢éo da influéncia do tecido adiposo perivascular na
reatividade vascular da aorta de ratos com insuficiéncia cardiaca submetidos ao
treinamento fisico aerdbio e resistido. 2019. 134f. Tese (Doutorado em Fisiologia
Humana) Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2019.
O tecido adiposo perivascular (PVAT) libera substéncias dilatadoras e constritoras, sendo
que as dilatadoras se sobrepdem, exercendo efeito anticontratil. Esse efeito esta
prejudicado na presenca de algumas doencas cardiovasculares. Na insuficiéncia cardiaca
(IC) ocorrem danos ao sistema vascular, todavia nenhum estudo avaliou a funcdo do
PVAT na IC. A utilizagdo do treinamento fisico (TF) tem sido recomendada com terapia
ndo farmacoldgica eficiente em promover beneficios ao sistema cardiovascular. As
recomendacgdes sugerem que o exercicio resistido seja adicionado aos programas de TF
para pacientes com IC, podendo, assim, o treinamento combinado (TC; aerdbio e
resistido) fornecer beneficios adicionais a satde cardiovascular. Com isso, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar o papel do PVAT na reatividade vascular da aorta toracica
dos ratos com IC e, apds, avaliar a influéncia do TC na resposta anticontratil do PVAT
da aorta tordcica e abdominal de ratos saudaveis e com IC. Ratos Wistar foram
submetidos a oclusdo da artéria corondria descendente ou falso operado (SO). Apéds 4
semanas, para o estudo sem TC os animais foram mantidos sem intervencdo, e para o
estudo que envolvia o TC foram divididos em sedentérios (SOs e ICs) e treinados (SOt e
ICt, esteira e escada, 5 x/sem., 8 sem.). Anéis da aorta toracica e/ou abdominal com (E+)
e sem endotélio (E-), na presenca (PVAT+) ou na auséncia do PVAT (PVAT-), foram
montados em miografo de arame e curvas concentracao-resposta a fenilefrina (FEN, 10
°-10°M) foram realizadas. A IC promoveu aumento da contragdo FEN nos anéis
E+/PVAT- da aorta toracica quando comparado aos SO, e o efeito anticontratil do PVAT
foi prejudicado pela IC nos anéis E+/PVAT+ e E-/PVAT+. O prejuizo no efeito
anticontratil do PVAT foi acompanhado por maior atividade da ECA1 e da expressao dos
ATI1R, AT2R e MASR no PVAT dos animais com IC. O antagonismo dos AT1R, AT2R
e MASR promoveram reducdo da resposta contratil nos anéis E+/PVAT- nos IC, nos
anéis E+/PVAT+ essa reducdo foi superior apenas para o antagonismo do AT1R e AT2R.
A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) na aorta toracica e PVAT dos animais
IC foi maior que nos SO, acompanhada por uma menor biodisponibilidade de NO. O TC
aumentou a capacidade fisica nos SOt e ICt. Na aorta toracica o TC reverteu parte do
prejuizo da funcdo anticontréatil do PVAT, aumentou a expressao do PRDM-16 e ESPST-
1 que estavam reduzidos na IC, além disso, melhorou a biodisponibilidade de NO no
PVAT pela maior expressdao da eNOS, B3-AR e AMPk1/2a, aumentou a concentragdo de
adiponectina e reduziu marcadores pré-inflamatérios. Na aorta abdominal, o efeito
anticontratil do PVAT né&o estava presente e o TC reverteu a disfuncdo endotelial dos
animais com IC, aumentando a biodisponibilidade de NO e a expressao da eNOS na aorta.
Em concluséo, na IC os AT1R e AT2R contribuem tanto para a disfuncdo endotelial
quanto do PVAT, reduzindo a biodisponibilidade de NO e aumentando a producdo de
ERO. O TC melhorou a fungdo anticontratil na aorta toracica, por beneficios na via de
sinalizagdo B3-AR/Adiponectina/AMPK/eNOS, modificando o perfil morfologico e
inflamatorio do PVAT. J& na aorta abdominal, o TC melhorou a fungdo vascular,
aumentando a biodisponibilidade de NO.

Palavras-chave: Tecido adiposo perivascular. Insuficiéncia cardiaca. Treinamento
combinado. Sistema renina angiotensina. Endotélio.



ABSTRACT

FONTES, Milene Tavares. Evaluation of the influence of perivascular adipose tissue
on the vascular reactivity of the aorta of rats with heart failure submitted to aerobic
and resistance training. 2019. 134f. Ph. D. Thesis (Human Physiology) Institute of
Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2019.

Perivascular adipose tissue (PVAT) releases dilating and constricting substances, and the
dilators overlap, exerting an anti-contractile effect. This effect is impaired in the presence
of some cardiovascular diseases. In heart failure (HF) damage to the vascular system
occurs, however, no study has evaluated the function of PVAT in HF. The use of physical
training (PT) has been recommended with non-pharmacological therapy effective in
promoting cardiovascular system benefits. The recommendations suggest that resistance
exercise be added to the PT programs for patients with HF, thus, combined training (CT,
aerobic and resisted) may provide additional cardiovascular health benefits. The objective
of the present study was to evaluate the role of PVAT in the vascular reactivity of the
thoracic aorta of HF rats and, after that, to evaluate the influence of CT in the anti-
contractile response of PVAT of the thoracic and abdominal aorta of healthy and HF rats.
Wistar rats were submitted to descending coronary artery occlusion or false operated
(SO). After 4 weeks, for the study without CT, the animals were kept without
intervention, and for the study involving the CT were divided into sedentary (SOs and
HFs) and trained (SOt and HFt, treadmill and ladder, 5 x/8 sem.). In the presence
(PVATH+) or in the absence of the PVAT (PVAT-), thoracic and/or abdominal aorta with
(E+) and without endothelium (E-), were mounted on wire myograph and concentration-
response curves to phenylephrine, (PHE, 10°%-10°M) were performed. HF promoted an
increase in PHE contraction in the E+/PVAT- rings of the thoracic aorta when compared
to SO, and the ani-contratile effect of PVAT was impaired by HF in the E+/PVAT+ and
E-/PVAT+ rings. The impairment in the anti-contratile effect of PVAT was accompanied
by increased activity of ECAL and the expression of AT1R, AT2R and MASR in the
PVAT of animals with HF. The AT1R, AT2R and MASR antagonism promoted a
reduction of the contractile response in the E+/PVAT- rings in the HF, in the E+/PVAT+
rings, this reduction was superior only to the antagonism of AT1R and AT2R. The
production of reactive oxygen species (ROS) in the thoracic aorta and PVAT of the HF
animals was higher than in the SO, accompanied by a lower NO bioavailability. CT
increased physical capacity in SOt and HFt. In the thoracic aorta CT reversed part of the
impairment of PVAT anti-contratile function, increased the expression of PRDM-16 and
ESPST-1 that were reduced in HF, in addition, it improved the bioavailability of NO in
PVAT by the greater expression of eNOS, B3-AR and AMPk1/2a, increased the
concentration of adiponectin and reduced proinflammatory markers. In the abdominal
aorta, the anti-contratile effect of PVAT was not present and CT reversed the endothelial
dysfunction of HF animals, increasing NO bioavailability and eNOS expression in the
aorta. In conclusion, in HF, AT1R and ATZ2R contribute to both endothelial and PVAT
dysfunction, reducing NO bioavailability and increasing ROS production. CT improved
the anti-contractile function in the thoracic aorta due to benefits in the B3-
AR/Adiponectin/AMPK/eNOS signaling pathway, modifying the morphological and
inflammatory profile of PVAT. Already in the abdominal aorta, the CT improved the
vascular function, the CT improved the vascular function, increasing the bioavailability
of NO.

Key words: Perivascular adipose tissue. Heart Failure. Combined training. Renin
angiotensin system. Endothelium.
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INTRODUCAO

1.1. Tecido adiposo perivascular

O tecido adiposo desempenha um papel de extrema relevancia para o
funcionamento do corpo. Anteriormente, acreditava-se que ele estaria envolvido apenas
na captacdo, armazenamento e liberacdo dos lipidios (OTTAVIANI; MALAGOLI;
FRANCESCHI, 2011; ZHANG et al., 1994). A descoberta da capacidade do tecido
adiposo de liberar um horménio (leptina) fez com que a comunidade cientifica se voltasse
para ele como um 6rgdo endécrino (ZHANG et al., 1994). A partir de entdo, foi
comprovada a sua importancia na regulacdo das fung¢fes neuroenddcrina, autonémica e
imunoldgica (AHIMA; FLIER, 2000).

Esse tecido é formado de uma variedade de tipos celulares, incluindo células
endoteliais, células sanguineas, fibroblastos, pericitos, pré-adipdcitos, macréfagos e
outras células imunes, sendo o adipécito maduro o seu principal componente (GELOEN,
ROY, BUKOWIECKI, 1989). Além disso, esse tecido pode ser dividido em tecido
adiposo branco e marrom. No tecido adiposo branco os adipdcitos apresentam uma
goticula lipidica umilocular, atinge até 100um, poucas mitocondrias, uma baixa taxa
oxidativa e é responsavel principalmente pelo armazenamento de energia (SAELY,
GEIGER, DREXEL et al., 2012; BERRY et al., 2013). Por outro lado, o tecido adiposo
marrom apresenta células menores, que atingem em média 60um de didmetro, € altamente
vascularizado, é especializado na producdo de calor (termogénese) e, portanto, participa
ativamente na regulacdo da temperatura corporal (BERRY et al., 2013; SAELY,
GEIGER, DREXEL et al., 2012). Apesar dessas caracteristicas distintas, diferentes
depdsitos adiposos tém uma morfologia e textura especifica e distinta, mesmo dentro de
um mesmo tipo de tecido adiposo (exemplo: subcutaneo e epididimal) (BERRY et al.,
2013).

Até 1991, para a realizacdo dos experimentos de reatividade vascular, o tecido
adiposo, que revestia externamente 0s vasos sanguineos, era removido (SOLTIS;
CASSIS, 1991). Acreditava-se que a manutencgéo desse tecido nesse experimento pudesse
atrapalhar, ja que ele era visto apenas como um suporte mecanico aos vasos sanguineos
(SOLTIS; CASSIS, 1991).

Com os experimentos realizados por Soltis e Cassis (1991), foi demonstrado,

pela primeira vez, que o tecido adiposo perivascular (PVAT) atuava modificando a
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resposta contratil da aorta de ratos Sprague-Dawley, sugerindo, assim, um papel
fisiologico do PVAT no controle do ténus vascular. Esse estudo ficou esquecido e apenas
mais de uma década depois L6hn e colaboradores (2002) reavaliaram o efeito do PVAT.
Esses autores confirmaram a presenca do efeito anticontratil do PVAT em anéis de aorta
torécica de ratos Sprague-Dawley.

Esse segundo estudo adicionou informacdes de grande relevancia para a
investigacdo do efeito anticontratil do PVAT. Dentre elas, podemos citar: a) esse efeito
ndo era provocado por uma barreira mecéanica criada pelo PVAT, e sim pela liberacao de
fatores vasoativos que se difundem até o musculo liso vascular; b) ocorre de forma
independente do agonista contrétil utilizado, visto que a reducdo da resposta contrétil
ocorreu apds o estimulo com serotonina, angiotensina Il e fenilefrina e c) esse efeito
ocorre de maneira independente das terminacdes nervosas perivasculares (LOHN et al.,
2002).

A partir de entdo, diversos estudos confirmaram a presenga do efeito
anticontratil do PVAT em diferentes vasos sanguineos e espécies, tais como: na aorta
torécica de ratos (ARAUJO et al., 2018; DeVALLANCE et al., 2018; VICTORIO et al.,
2016a; VICTORIO et al., 2016b; ARAUJO et al., 2015; BELTOWSKI et al., 2015; SUN
et al.,, 2013; LU et al., 2011a; LEE et al., 2009; ZENG et al., 2009 ; GAO et al., 2007;
DUBROVSKA et al., 2004), artéria mesentérica de resisténcia de ratos (BUSSEY et al.,
2018; BUSSEY et al., 2016; AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2015; ROSEI et al.,
2015; VERLOHREN et al., 2004; GALVEZ et al., 2006), artéria mesentérica de
resisténcia de camundongo (SAXTON et al., 2018; AYALA-LOPEZ; THOMPSON;
WATTS, 2017; MARCHESI et al., 2009), artéria toracica interna humana
(MALINOWSKI et al., 2008; GAO et al., 2005), artéria coronaria circunflexa de porco
(REIFENBERGER et al., 2007), artéria da gordura glitea subcutanea de humanos
(AGHAMOHAMMADZADEH et al.,, 2013; GREENSTEIN et al., 2009), aorta de
camundongo (XIA et al., 2016; BOYDENS; PAUWELS; VAN DE VOORDE et al.,
2015; MAENHAUT et al., 2010), artéria mesentérica superior de camundongo (GIL-
ORTEGA et al., 2010) e veia cava de ratos (LU et al., 2011b).

E importante salientar que o PVAT n#o estd presente em todos 0s vasos
sanguineos do corpo, de forma que as artérias cerebrais (artéria cerebral média, basilar e
circulo de Willis) ndo apresentam PVAT visivel em seu entorno (GAO, 2007). Ja a aorta
abdominal é revestida de PVAT, todavia o efeito anticontratil desse tecido ndo foi
observado nessa artéria (VICTORIO et al., 2016b).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saxton%20SN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29496660
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ayala-Lopez%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28228728
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Apesar desse efeito anticontratil j& ter sido descrito em diferentes leitos
vasculares, é sabido que as vias de sinalizacdo envolvidas nessas respostas séo distintas.
Essas diferencas podem ser promovidas pelo tipo de tecido adiposo que reveste o0 vaso
sanguineo, a vascularizacao e a inervacdo perivascular, ajudando a explicar as variacoes
locais nas caracteristicas funcionais do PVAT (PADILLA et al., 2013; SZASZ et
al,.2012; GALVEZ-PRIETO et al., 2008).

As caracteristicas presentes no PVAT sdo distintas das observadas nos
diferentes depositos de gordura do corpo. Estudos tém demonstrado que o tamanho do
adipdcito, a capacidade de diferenciacédo, a expressao de componentes inflamatdrios e do
sistema renina angiotensina sao distintos entre os depositos de gordura corporal, assim
como entre os diferentes PVATSs que circundam diferentes artérias (PADILLA et al.,
2013; CHATTERJEE et al., 2009).

A principal caracteristica observada inicialmente foi o tipo de tecido adiposo
que reveste esses vasos sanguineos. Alguns PVATs apresentavam caracteristicas
histoldgicas semelhantes ao tecido adiposo marrom (PVAT da aorta toracica) e outros ao
tecido adiposo branco (PVAT da artéria mesentérica e da aorta abdominal) (PADILLA et
al., 2013; GALVEZ-PRIETO et al., 2008). Apesar dessa semelhanca, ¢ interessante
enfatizar, como ja dito acima, que esses tecidos apresentam caracteristicas especificas.

O PVAT marrom, que circunda a aorta toracica, € composto principalmente
por adipocitos multiloculares (marrom) que expressam a proteina termogénica de
desacoplamento 1 (UCP1) e contém algumas células uniloculares (PADILLA etal., 2013;
WATTS et al., 2011). Por outro lado, os adipdcitos do PVAT que circunda as artérias do
leito mesentérico sdo, na sua maioria, uniloculares (brancos) com algumas areas de
adipdcitos marrom, possivelmente semelhantes a adipdcitos recrutaveis (bege) (WATTS
etal. 2011).

Quando esses PVATSs foram avaliados de forma mais especifica, descobriu-
se que, apesar de o PVAT da aorta tordcica apresentar adipdcitos com fenotipo
predominante marrom e a presencga da proteina UCP-1, ndo expressava o0 marcador de
células progenitoras do tecido adiposo marrom, a proteina ZIC-1 (essencial para o
desenvolvimento precoce do musculo esquelético e do tecido adiposo marrom em
mamiferos). Isso indica que o PVAT da aorta toracica e a gordura marrom interescapular
ndo possuem a mesma origem embrionaria (CONTRERAS et al., 2016). Ja o PVAT do
leito mesentério, aléem de apresentar semelhancas histolégicas com o depdsito de gordura

gonadal, exibiu semelhante expressédo do gene Tcf21 (marcador para tecidos adiposos
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brancos, abundantemente expresso em células tronco adiposas), além dos genes Thx1 e
Tmem26 relacionados ao adipdcito bege, demonstrando assim que ambos o0s depoésitos de
gordura branca (gonadal e perimesentérico) possuem a mesma origem de
desenvolvimento (CONTRERAS et al., 2016).

A partir dessas informacgdes, deve-se ter cuidado ao transpor 0s
conhecimentos adquiridos sobre os diferentes depositos de gordura do corpo, de forma
que conhecimentos adquiridos em um determinado depdsito adiposo ndo podem ser
generalizados para demais depdsitos - em especial os perivasculares.

Possivelmente, todas essas diferencas descritas até aqui estejam relacionadas
aos diferentes mecanismos envolvidos no efeito anticontratil do PVAT. Dentre os fatores
liberados pelo PVAT que apresentam a capacidade de amortizar a resposta contratil
podemos citar: 6xido nitrico (BUSSEY et al., 2018; VICTORIO et al., 2016; XIA et al.,
2016; AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2015;GIL-ORTEGA et al., 2010),
adiponectina (GREENSTEIN et al., 2009; FESUS et al., 2007), leptina (ABU et al., 2017,
GALVEZ-PRIETO et al., 2012), angiotensina 1-7 (LEE et al., 2011a ; LEE et al., 2009),
sulfeto de hidrogénio (H.S; BELTOWSKI et al, 2015; KOHN et al., 2012;
SCHLEIFENBAUM et al., 2010; FANG et al., 2009), peréxido de hidrogénio (H202;
GONZAGA et al, 2018; COSTA et al., 2016; ; GAO et al., 2007), palmitato de metila
(LEE et al., 2011b) e prostandides (MENDIZABAL et al., 2013; OZEN et al., 2013).

O efeito anticontréatil do PVAT, promovido pelos fatores acima citados, pode
ser dependente das concentracBes de calcio extracelular, dos canais para potassio
sensiveis a Ca?*, sensiveis a voltagem e ao ATP e ainda dos receptores p3 adrenérgicos
(BUSSEY etal., 2018; GAO et al., 2005; DUBROVSKA et al., 2004; LOHN et al., 2002).
Além disso, pode ser de maneira independente e/ou dependente do endotélio (LEE et al.,
2009; GAO et al., 2007; GAO et al., 2005).

A literatura tem demonstrado que na presenca de algumas doencas o PVAT
encontra-se disfuncional, passando a liberar fatores que promovem aumento da resposta
contratil, aumento do estado pro-inflamacdo e promovem o estresse oxidativo,
contribuindo para a disfuncdo vascular. Essas alteracbes j& foram observadas na
obesidade, na hipertensdo arterial e na resisténcia a insulina (BUSSEY et al., 2016;
AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2015; LU et al.,, 2011; RITTIG et al., 2008;
GALVEZ et al., 2006). Todavia, até 0 momento ndo se sabe como se encontra 0 PVAT

na insuficiéncia cardiaca (IC).
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A disfuncéo endotelial ¢ um importante fator para o prejuizo da perfusdo
coronariana e sistémica, assim como para a reducdo da capacidade fisica em pacientes
com IC (BAUERSACHS; WIDDER et al., 2008). Alteracbes no PVAT podem também
vir a promover prejuizos na funcéo vascular (SCHINZARI; TESAURO; CARDILLO,
2017). Desta forma, é importante entender as alteracdes da funcdo do PVAT, pois elas
podem contribuir para 0 aumento das complicacgdes vasculares observadas na IC.

O nivel de contracdo do musculo liso vascular refere-se ao grau de contracao
de um vaso em relacédo ao seu estado maximo de dilatacdo. Em condicéo basal, os vasos
sanguineos exibem algum grau de contricdo (OWENS; KUMAR; WAMHOFF, 2004). O
quanto os vasos encontram-se contraidos é determinado por influéncias vasoconstritoras
e vasodilatadoras, as quais podem ser os fatores intrinsecos e extrinsecos. Dentre 0s
mecanismos extrinsecos podemos citar: sistema nervoso e hormonal, e dentre o0s
mecanismos intrinsecos podemos citar: 0 mecanismo miogénico, os fatores liberados pelo
endotélio, os metabdlicos e horménios locais e, mais recentemente, o tecido adiposo
perivascular tem sido apontado com capaz de liberar sustancias vasoativas e modificar o
tonus vascular (JONES et al., 1995). Esses fatores sdo de importancia fundamental para
a manutencgdo do ténus vascular e regulacdo do fluxo sanguineo para 6rgaos e tecidos
(ZABORSKA; WAREING; AUSTIN, 2017; WESTCOTT; SEGAL, 2013).

1.2. Sistema Renina Angiotensina

Desde a descoberta da renina em 1898, diversos novos componentes tém sido
investigados e adicionados a esse complexo sistema. O sistema renina angiotensina
(SRA) classico consistia na circulacdo de renina, atuando no angiotensinogénio,
proveniente do figado, para produzir angiotensina I (ANG 1), que é convertida em
angiotensina Il (ANG I1) pela enzima conversora de angiotensina 1 (ECAL). Essa ANG
Il circulante ativa os receptores de angiotensina 1 e 2 (AT1R e AT2R) e, assim, promover
os seus efeitos (FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008; TIGERSTEDT; BERGMAN,
1898).

Atualmente, sabe-se que o SRA apresenta complexidade e diversidade de
funcBes vasculares, que ocorrem devido a grande variedade de peptideos e 0s eixos que
esses formam. Cinco eixos foram descritos até o momento: 0 eixo classico,
angiotensinogénio/renina/ECA1/ANG II/AT1R, e os eixos ANG IlI/Aminopeptidase


https://www.cvphysiology.com/Blood%20Flow/BF009
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A/ANG 1II/AT2R/NO/GMPc, ANG I/ANG II/ACE2/ANG (1-7)/receptor MAS,
prorenina/renina/receptor de prorenina (PRR)/MAP quinases ERK1/2/V-ATPase e ANG
I11/ Aminopeptidase A/ANG IV/aminopeptidase regulada pela insulina/AT4R (LI et al.,
2017; SANTOS etal., 2018).

A sintese de ANG Il pode ser circulatéria, tecidual ou ainda apresentar
componentes do SRA dentro da célula (intracelular) (FYHRQUIST; SAIJONMAA,
2008). Assim como o SRA circulante, o sistema local ja foi bem caracterizado,
comprovando a presenca de componentes do SRA em diversos 6rgaos. O SRA local e
circulante podem se complementar ou funcionar de forma independente (FYHRQUIST;
SAIJONMAA, 2008; PAUL et al., 2006). O tecido adiposo, por exemplo, contém todos
os componentes do SRA, podendo, assim, participar da regulacédo sistémica da pressdo
arterial (ENGELI et al., 2003). Adicionalmente, a literatura tem demonstrado a existéncia
do SRA intracelular. Estudos demonstraram que midcitos cardiacos, fibroblastos e células
musculares lisas vasculares sintetizam a ANG Il intracelularmente (KUMAR; SINGH,;
BAKER, 2008; BAKER et al., 2004).

O SRA é um dos mais importantes mecanismos hormonais para o controle da
presséo arterial e do equilibrio hidroeletrolitico (MUNOZ-DURANGO et al., 2016). Ele
é de extrema importancia para a funcdo cardiovascular. Em condicgdes fisiolédgicas, a
ANG Il tem papel importante no controle da pressdo arterial por meio de seus efeitos
sobre o rim para conservar o sédio, estimular a liberacdo de aldosterona, acGes na
musculatura lisa mediando a vasoconstricdo e ativacao simpatica no sistema nervoso
central, todas as agdes que mantém a presséo arterial (CLARKE et al., 2013; QUINN;
WILLIAM, 1988). Todavia, a ativacdo excessiva do SRA tem sido reconhecida como
elemento de importancia na progressdo de lesbes de érgdos alvo, como hipertrofia
ventricular esquerda, hipertrofia vascular, remodelamento ventricular pos-infarto do
miocardio e alteragGes renais (CLARKE et al., 2013; WERNER et al., 2008).

O endotélio € um o6rgdo autdéerino e paracrino dinamico que regula as
atividades anti-inflamatorias, mitogénicas e contrateis da parede do vaso, bem como o
processo hemostatico no lumen do vaso (VAN HINSBERGH, 2012; FLAMMER,;
LUSCHER, 2010; CAI; HARRISON, 2000; FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). O
endotélio também é uma importante fonte de componentes do SRA, ja que a ECA 1 é
expressa na membrana dessas células. Assim, a ANG 11, formada a partir da acdo da ECA
1 sobre a ANG I, pode ativar os receptores tanto endoteliais quanto nas células musculares

lisas. Entretanto, quando ha aumento nas concentrages de ANG I1, o endotélio torna-se
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disfuncional e ocorre aumento na migracao e proliferacdo celular (LIU et al, 1997). Além
disso, um endotélio disfuncional, caracterizado por diminuicao da sintese de NO e/ou sua
inativacdo pelas espécies reativas de oxigénio (ERO), facilita a inflamacao,
vasoconstricdo, bem como um estado pré-trombético no lumen do vaso (VAN
HINSBERGH, 2012; FLAMMER.; LUSCHER, 2010; CAl; HARRISON, 2000).

Dessa forma, contrabalanceando os efeitos do NO liberado pelo endotélio, a
ANG Il via AT1R exerce efeitos vasoconstritores, tromboticos, inflamatdrios e fibroticos
(YAN et al., 2003; FERNANDEZ-ALFONSO; GONZALEZ, 1999; DUBEY et al, 1995).
O equilibrio entre ANG Il e NO parece ser crucial para manter a homeostase do sistema
cardiovascular, particularmente para regulacdo do ténus vascular e modulagdo de
processos inflamatdrios e relacionados ao crescimento. Em contrapartida, o desequilibrio
de ANG Il e NO esta relacionado ao surgimento e progressdo de diversas doencas
cardiovasculares (YAN et al., 2003).

No adipécito, a ANG Il é responsavel por regular o crescimento e a
diferenciacdo, o metabolismo lipidico e a expressdo e liberacdo de adipocinas, para
promover o estresse oxidativo (CASSIS et al., 2008; ENGELIlet al., 2003).
Adicionalmente a isso, Lu e colaboradores (2007) demonstram a importancia do SRA
angiotensina local para a as concentragdes da ANG Il circulante. O tecido adiposo produz
aproximadamente 68% da quantidade de angiotensinogénio do figado, e essa grande
producdo é controlada por modificacdes sistémicas nas concentracdes de ANG 1l e pela
ativacdo do AT1R ou AT2R, diferentemente do que ocorre no figado (CASSIS et al.,
2008; LU et al., 2007; CAMPBELL; HABENER, 1987). No tecido adiposo, 0 aumento
da ANG II, ligando-se ao AT1R, aumenta a liberacdo de angiotensinogénio circulante, ja
a ativacdo do AT2R exerce o efeito contrario, sendo assim, ANG II/AT1R no tecido
adiposo € responsavel por um feedback positivo, de forma que em condigdes fisioldgicas
0 ATZ2R ¢ responsavel por contrabalancear essas respostas (CASSIS et al., 2008; LU et
al., 2007; CAMPBELL; HABENER, 1987). Esse mecanismo desempenha um papel
importante na patogénese das doencas cardiovasculares que envolvem o SRA (LU et al.,
2007).

Adicionalmente a presenca de componentes do SRA local no tecido adiposo
(visceral, subcutaneo e células isoladas do tecido adiposo mamario) de humanos, a
presenca desses componentes também foi observada no PVAT branco (que reveste a
artéria mesentérica) e marrom (que reveste a aorta toracica) de ratos, onde foi notada

diferencas entre a expressdo dos componentes do SRA nos diferentes PVATS,
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demonstrando que o SRA do PVAT exerca papeis diferentes dependendo do tipo de
tecido adiposo que reveste o vaso (GALVEZ-PRIETO et al, 2008; ENGELI et al., 1999).

Em suma, os adipdcitos, tanto brancos quanto marrons, produzem e secretam
quase que todos os componentes do SRA, mas existem diferencas nas quantidades a
depender do tipo e da localizagdo do tecido adiposo (GALVEZ-PRIETO et al., 2008).
Desse modo, o adipécito pode ser uma importante fonte de componentes do SRA, tanto
para a circulacdo sistémica, quanto para os tecidos adjacentes, contribuindo para o
estresse oxidativo e inflamacao local e vascular (CASSIS et al., 2008; LU et al., 2007).
Todavia, estudos que avaliem esse sistema nos diferentes depdsitos de PVATS sao
escassos. Entender o SRA do PVAT é importante e, além da informacdo de que a sua
localizagdo seja muito préxima aos vasos sanguineos, a literatura tem demonstrado que
esse tecido possui especificidades distintas quando comprada aos demais territorios de

tecido adiposo do corpo.

1.3. Insuficiéncia cardiaca (I1C)

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morte em todo o
mundo. Em 2013, das 54 milhdes de mortes no mundo 17,3 milhdes foram decorrentes
de doencas cardiovasculares (BENJAMIN et al, 2017; MOZAFFARIAN et al., 2016).
Nos EUA, apenas 54% dos pacientes com IC permanecem vivos ap0s 5 anos do
diagndstico. Além disso, existe uma projecdo de aumento na prevaléncia dessa sindrome
para 46% de 2012 até 2030 (HEIDENREICH et al, 2013).

No Brasil, foi publicado em 2015 o 1° Registro Brasileiro de IC
(BREATHE - Brazilian Registry of Acute Heart Failure), no qual foram avaliados 1263
pacientes hospitalizados com IC de diferentes regides do pais. Nesse estudo, 0s autores
observaram baixa ades&o ao tratamento medicamentoso e ndo utilizagdo do tratamento
adequado, segundo as normas das diretrizes atuais para o tratamento da IC, o que
promoveu aumento na taxa de mortalidade, que foi de aproximadamente 40% dos
pacientes acompanhados (ALBUQUERQUE et al, 2015).

A IC é uma sindrome caracterizada por sintomas tipicos, como dispneia,
edema de membros inferiores, turgéncia jugular e fadiga aos pequenos e/ ou grandes
esforcos. Esses sintomas podem ser acompanhados de sinais, como o0 aumento da presséo
venosa, da crepitacdo pulmonar e do edema periférico, causados por alteracdes estruturais

e funcionais do coracdo, resultando em reducdo do débito cardiaco e aumento das
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pressOes intracardiacas, tanto em repouso quanto durante uma situacdo de estresse
(YANCY et al, 2017; PONIKOWSKI et al, 2016; BOCCHI et al, 2009;).

Na IC, a reducdo da perfusdo miocardica e, consequentemente, a diminuigédo
da funcdo ventricular é, em parte, uma consequéncia da reducdo da capacidade
vasodilatadora dependente do endotélio das artérias coronarias (BAUERSACHS;
WIDDER, 2008). Dados do nosso laboratorio evidenciaram a existéncia de uma forte
correlagdo negativa entre a pressdo diastolica final do ventriculo esquerdo e a
vasodilatacdo dependente do endotélio, ou seja, a funcdo endotelial estava intimamente
relacionada a fungdo cardiaca (COUTO et al, 2015). Adicionalmente, a diminui¢do da
vasodilatacdo periférica induz maior resisténcia vascular sistémica, a qual, juntamente
com a rigidez das artérias de condutancia, leva a um aumento da poés-carga (LITTLE;
LITTLE et al., 1982). A elevacdo da pré e pds-cargas aumenta o trabalho cardiaco e
agrava os sintomas da IC (BAUERSACHS; WIDDER, 2008).

Estudos em humanos e em modelos experimentais de IC tém reportado
disfuncdo endotelial e, frequentemente, essa € caracterizada pela reducdo da
biodisponibilidade do NO em decorréncia do estresse oxidativo (COUTO et al., 2015; ;
Ll etal, 2012; WANG et al, 2010; BAUERSACHS et al, 1999; GABALLA et al, 1995).
Apesar desses resultados, a presenca de disfuncdo endotelial na aorta de animais com IC
pos- infarto do miocardio (IM) ainda ndo é um consenso na literatura. Da Cunha e
colaboradores (2004) encontraram aumento do relaxamento dependente do endotélio em
anéis da aorta toracica de animais com IC, 4 semanas p6s-IM. Segundo esses autores, 0
provavel mecanismo envolvido nessa resposta seria 0 aumento na atividade da isoforma
endotelial da sintase de 6xido nitrico (eNOS). Na mesma direcdo, dados ainda nédo
publicados do nosso laboratério encontraram aumento do relaxamento dependente do
endotélio na aorta toracica de ratos com IC, 4 semanas pés-IM e, por outro lado, uma
disfuncdo endotelial na veia cava inferior desses animais (PERAZZA et al, 2013).
Provavelmente, essa diversidade de relatos ocorra, pois, como descrito por Teerlink e
colaboradores (1993), a disfungcdo endotelial parece ser um processo progressivo e
dependente do tempo, apresentando menor papel em estagios iniciais da IC. Além disso,
a presenca de disfuncédo endotelial na IC também pode ser dependente do leito arterial
avaliado (STASSEN et al, 1997), assim como do grau da severidade da disfuncdo cardiaca
(COUTO et al, 2015; PEREIRA et al, 2005). Sendo assim, mais estudos sdo necessarios
para melhor compreender os mecanismos vasculares envolvidos nos ajustes da IC pds-
IM.
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No modelo de IC po6s-IM foi observado aumento nas concentracfes
plasméticas de ANG Il uma semana apés a cirurgia de indugdo do IM, e esse aumento
permaneceu apos cinco semanas, evidenciando, assim, a ativacdo do SRA nesse modelo
(STASSEN et al, 1997). A utilizacdo de farmacos, como inibidores da ECA 1 e de
antagonistas AT1R, reduz a hipertrofia cardiaca, a resisténcia vascular coronariana e o
desenvolvimento da fibrose miocardica (MILL et al., 1994; SCHIEFFER et al, 1994;
PFEFFER et al., 1985; PFEFFER, PFEFFER, BRAUNWALD, 1985). Estudos
epidemioldgicos relatam que pelo menos 25% dos pacientes que sofrem 1M apresentam
sinais e sintomas de IC e, dessa forma, associa¢cdes como American College of Cardiology
e American Heart Association recomendam a utilizagéo desses farmacos ap6s o IM, a fim
de prevenir sua evolugédo paraa IC (YANCY et al, 2017; MINICUCCI et al, 2011).

Como mencionado anteriormente, a presenca de diversos componentes do
SRA jéa foi observada em diferentes depdsitos de PVAT e, sendo esse sistema importante
para o surgimento e evolugdo da IC, é relevante entender se 0 PVAT esta disfuncional na
IC e qual o papel do SRA nesse dano (GALVEZ-PRIETO et al, 2008).

Assim, torna-se importante esclarecer se existe uma relacdo entre 0s
diferentes tipos de tecido adiposo que revestem o sistema vascular, 0 SRA e a IC, assim
como as vias de sinalizagéo envolvidas, a fim de encontrar manobras e tratamentos que
atuem tanto na prevencdo como no tratamento desta doenca. Além da utilizacdo de
terapias medicamentosas, a modificacdo no estilo de vida, tal como a préatica de exercicios
fisicos regulares, sdo fundamentais para a reabilitacdo de pacientes com IC
(HAYKOWSKY et al., 2016; POOLE et al., 2012; BENETTI et al, 2010; WANG et al,
2010). Estudos experimentais e clinicos tém demonstrado a eficiéncia do exercicio
aerobio em promover melhorias na funcdo vascular em diversas enfermidades, incluindo
alIC (COUTO etal, 2018; BECK et al, 2013; LIU et al, 2013).

1.4. Exercicio fisico

O treinamento aerdbico ¢ uma intervengdo de estilo de vida eficaz para
atenuar ou até reverter os prejuizo da vasodilatagdo dependente do endotélio e reduzir a
producdo de espécies reativas de oxigénio presentes nas doencas cardiovasculares
(COUTO et al., 2018; HOLLRIEGEL et al., 2013; PIEPOLI et al., 2011; WANG et al,
2010; GREEN, 2009). Esses beneficios acontecem devido ao aumento da
biodisponibilidade de NO, aumento da expressdo e fosforizacdo da eNOS, aumento na

expressdo e/ou atividade de enzimas antioxidantes e diminuigdo nos sistemas de enzimas
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pro-oxidantes (COUTO et al., 2018; WANG et al, 2010; LI et al, 2009; DE MORAES et
al, 2008; ZANCHI et al, 2008; VONA et al, 2004).

Existem relatos de que o exercicio fisico aerébio diminui a expressao de
adipocinas relacionadas a inflamacdo e reduz o estresse oxidativo em diferentes depositos
de tecido adiposo branco (KAWANISHI et al., 2010; SAKURAI et al, 2009). Os
primeiros estudos que avaliaram o treinamento fisico (aerdbio) sobre o efeito anticontrétil
do PVAT utilizaram artéria coronaria circunflexa de porcos. Reifenberger e
colaboradores (2007) observaram que o PVAT da artéria coronaria circunflexa
apresentava a capacidade de amortizar a resposta contratil a endoteliana-1, todavia esse
efeito foi abolido na artéria dos animais que foram submetidos ao protocolo de
treinamento aerdbio. Posteriormente, esse mesmo grupo, utilizando a mesma artéria e
modelo animal, demonstrou que o treinamento aerobio era capaz de amortizar as respostas
contrateis na artéria corondria circunflexa, mas essa melhoria promovida pelo
treinamento é independente do PVAT (BUNKER; LAUGHLIN, 2010). Esses autores
deixam claro que os efeitos observados podem ser diferentes de outros modelos
utilizados, assim como o da artéria utilizada no estudo (BUNKER; LAUGHLIN, 2010;
REIFENBERGER et al., 2007).

Recentemente, Araujo e colaboradores, utilizando ratos saudaveis submetidos
a 8 semanas de treinamento aerdbio em esteira, mostraram que, apesar do treinamento
ndo ter modificado o efeito anticontratil promovido pelo PVAT da aorta toracica,
aumentou a expressao de proteinas como a eNOS, pAMPK'""72 (fosforilagdo da proteina
quinase ativada por AMP no sitio de ativacao do residuo de treonina 172), e mtTFA (fator
de transcricdo mitocondrial A) (ARAUJO et al, 2015). Além disso, o treinamento reduziu
a massa e alterou morfologicamente o PVAT, aumentando visualmente o tecido adiposo
marrom e reduzindo o tamanho das goticulas lipidicas (ARAUJO et al, 2015).

Esse mesmo grupo citado anteriormente encontrou aumento do efeito
anticontratil na aorta toracica dos animais que receberam dieta rica em gordura, 0 queo
estd associado a uma maior resposta inflamatoria sistémica e local, caracterizada pelo
aumento da quantidade de PVAT e da expresséo da iNOS. Por outro lado, o protocolo de
treinamento aerdbio foi capaz de reverter 0 aumento do efeito anticontratil do PVAT,
reduzindo a quantidade de PVAT e a expressdo da iNOS (ARAUJO et al., 2017).

Os diferentes resultados observados enfatizam a necessidade de entender

melhor os efeitos do treinamento na funcdo anticontratil do PVAT, além de avaliar se o
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treinamento pode exercer algum efeito sobre a fungdo anticontratil observada em algumas
doencas cardiovasculares.

Grande parte dos estudos utiliza o treinamento aerébio como uma ferramenta
ndo farmacologica para a da sobrevida, tanto em pacientes quanto em modelos animais
com IC (COUTO et al., 2018; PEARSON; SMART, 2017; BRUM et al., 2014; DE
MAEYER et al., 2013). Apesar disso, as diretrizes de diversas associagdes, como a
Sociedade Brasileira de Cardiologia, Sociedade Brasileira de Medicina do Esporte e 0
Colégio Americano de Medicina do Esporte, recomendam a pratica associada do
exercicio resistido de 2 a 3 dias/semana (PIERCY et al., 2018; GHORAYEB et al., 2013;
LEON et al, 2000; WISE et al, 2007; BOCCHI et al, 2009; HASKELL et al., 2007;
ADAMS et al, 2006a; ADAMS et al, 2006b).

A utilizacdo apenas do exercicio resistido em pacientes infartados foi
tardiamente recomendada devido a associagbes com respostas hemodinamicas
indesejadas, todavia estudos utilizando esse tipo de exercicio tém demonstrado que este
é seguro e capaz de promover diversos beneficios, tais como: atenuacdo do declinio da
forca e resisténcia muscular esquelética, melhora da capacidade oxidativa, melhora da
funcdo vascular dependente e independente do endotélio e da qualidade de vida
(HWANG; CHIEN; WU, 2010; BRAITH; BECK, 2008; WILLIAMS et al., 2007;
MAIORAMA et al., 2000; POLLOCK et al, 2000). Grans e colaboradores (2014)
demonstraram que o exercicio resistido reduz o estresse cardiaco global e melhora a
modulacdo autondmica cardiaca, entretanto mais estudos sdo necessarios para melhor
compreender essas evidéncias.

Na tentativa de obter beneficios adicionais de forma segura, pesquisadores
tém avaliado a combinacdo de exercicios aerobios e resistidos (JIN; RHYU; KIM et al.,
2018; SANCHES et al., 2018; ALVES et al., 2017; LIMA et al., 2017; CHRYSOHOOU
et al., 2015; DE SOUZA et al, 2014; BANZ et al, 2003). Em pacientes com IC, foi
observado que a pratica de treinamentos combinados induz beneficios adicionais, tais
como aumento da capacidade subméxima de exercicio, da forca muscular e da qualidade
de vida, quando comparados aos pacientes que realizaram apenas uma ou outra
modalidade de teinamento, sem apresentar efeitos prejudiciais a funcdo cardiaca
(BECKERS et al, 2008). Estes beneficios se estendem a funcéo vascular, visto que a
pratica dos treinamentos combinados promoveu aumento do relaxamento dependente e
independente do endotélio em pacientes com IC (MAIORANA et al, 2000). Além disso,
Walsh e colaboradores (2003) obtiveram dados similares, os quais apontam que, em
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pacientes com cardiopatia isquémica, o treinamento combinado, predominantemente de
membros inferiores, aumentou a dilatacdo mediada pelo fluxo na artéria braquial,
indicando ajustes endoteliais sistémicos proporcionados pelo exercicio. Esses autores
afirmam que a combinacéao desses dois tipos de exercicios para pacientes com IC é viavel,
seguro e mais eficaz em termos de capacidade submaxima do exercicio (WALSH et al,
2003).

Os dados sobre o efeito do treinamento combinado em pacientes com IC
fornecem um forte impulso para outros estudos utilizarem a combinacdo de exercicios
resistidos e aerébios como ferramenta para a melhoria da satde, tanto em estudos clinicos
quanto em modelos animais, a fim de esclarecer as vias de sinalizagdo envolvidas nos
beneficios promovidos pela pratica do exercicio fisico regular (ALVES et al., 2017;
BECKERS et al, 2008; BANZ et al, 2003; MAIORANA et al, 2000).

A importancia da pratica dos dois tipos de exercicios deve-se a diferentes
beneficios adquiridos. O exercicio aer6bio promove um maior ganho do consumo
maximo de oxigénio (VO:2max) € de varidveis cardiopulmonares associadas (FRANKLIN
et al, 2013; HASKELL et al.,, 2007). O exercicio resistido proporciona maior
desenvolvimento de forca e resisténcia muscular. Além disso, auxilia na manutencao da
taxa metabdlica basal (auxiliando o exercicio aerébio no controle do peso corporal),
promove a independéncia e ajuda a prevenir quedas em idosos (BRAITH; BECK et al.,
2008; BANZ et al, 2003; LEON et al, 2000; POLLOCK et al, 2000). De forma geral,
ambos o0s exercicios fornecem beneficios, como a melhora do metabolismo da glicose,
reducdo do LDL e aumento do HDL, reducdo dos valores de pressao arterial diastélica,
aumento da densidade mineral Ossea, melhora da funcdo vascular, dentre outros
(FONTES et al, 2014; FRANKLIN et al, 2013; FARIA et al, 2010; BRAITH; BECK et
al., 2008; HASKELL etal., 2007; ANDERSEN et al, 2003; POLLOCK et al, 2000). Estes
beneficios ocorrem tanto na auséncia quanto na presenca de doencas cardiovasculares,
demonstrando a eficiéncia de ambos 0s tipos de exercicios tanto para prevencdo e
promoc&o da salde quanto como coadjuvante no tratamento de doengas cardiovasculares
(LAVIE et al., 2015; FRANKLIN et al, 2013; LAVIE et al, 2009; GIANNUZZI et al,
2003).

Assim, a literatura tem sugerido a combinacao do exercicio aerdbio e resistido
para promocédo de beneficios em pacientes com IC (ALVES et al., 2017; FLEG et al.,
2015; BOCCHI et al, 2009; BANZ et al, 2003). Contudo, ndo ha estudos que buscam

avaliar os efeitos dessa combinacédo de exercicios, em dias alternados, na funcéo vascular
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em modelos experimentais de IC ou em animais saudaveis. Alem disso, também n&o se
conhece a participacdo do PVAT de artérias revestidas por diferentes tecidos adiposos
(branco e marrom) sobre a funcdo vascular. Baseado nisso, existe a necessidade de se
estudar os mecanismos pelos quais o treinamento fisico é capaz de promover melhorias
no sistema vascular na IC, assim como avaliar o possivel envolvimento do PVAT no
efeito benéfico do treinamento fisico sobre o sistema vascular. Sendo assim, a hipdtese
da presente tese é a de que a funcdo anticontratil do PVAT esta reduzida na IC p6s-1M e
que o treinamento fisico combinado (aerobio e resistido) é capaz de reverter esta
disfuncdo. Adicionalmente, pretende-se entender a influéncia do SRA na possivel
disfuncdo endotelial e do PVAT em animais com IC p6s-IM.
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2. OBJETIVO

Avaliar o papel do PVAT e do SRA na reatividade vascular da aorta toracica
dos ratos com IC e avaliar a influéncia do treinamento combinado (aerdbio e resistido) na
resposta anticontratil do PVAT da aorta toracica e abdominal de ratos saudaveis e com
IC.

Para fins didaticos e experimentais, essa tese foi dividida em dois subprojetos:

Subprojeto 1: Avaliar o efeito anticontratil do PVAT da aorta toracica de

animais com IC, assim como a participacdo do SRA nessa resposta.

Subprojeto 2: Avaliar a influéncia do treinamento combinado no efeito

anticontratil da aorta toracica e abdominal de animais saudaveis e com IC.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais experimentais (subprojeto 1 e 2)

Foram utilizados ratos Wistar com idade entre 2 e 3 meses, pesando 250 +
20g, comprados do biotério de criacdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica do
ICB/USP para 0s experimentos do subprojetol, e do Biotério de Producdo de Ratos do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da ICB/USP para os experimentos do subprojeto 2. Os
animais foram mantidos no biotério de manutencdo do Departamento de Fisiologia e
Biofisica do ICB/USP, em gaiolas, sob condicdes controladas de temperatura e ciclo
claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e a alimentacao.

Este projeto foi aprovado pelo CEUA do ICB/USP, sob o nimero 53 na folha
19 do livro 3.

3.2. Obtencéo dos modelos experimentais (subprojeto 1 e 2)

Para a inducdo do IM, os ratos foram anestesiados com mistura contendo
cetamina e xilasina (50 e 10mg/kg, respectivamente, i.p.). O coracdo foi exposto por meio
de uma toracotomia intercostal esquerda e a artéria coronaria descendente anterior foi
ligada aproximadamente a 3mm distal a sua origem por meio do uso de um fio mononylon
6.0, como previamente descrito por nosso grupo (COUTO et al., 2015). Posteriormente,
o0 coracdo foi reposicionado na cavidade toréacica e o térax fechado. O grupo controle
(SHAM) passou pelas mesmas etapas descritas acima, com excec¢do da ligadura da artéria

coronariana.

3.3. Avaliacao da funcéo ventricular (subprojeto 2)

3.3.1. Exame ecocardiografico transtoracico

Com a finalidade de avaliar a funcdo do ventriculo esquerdo (VE), de forma
ndo invasiva, foi realizado o exame ecocardiografico transtoracico. Ele foi realizado 4
semanas pos-IM, com intuito de evidenciar precocemente animais que apresentassem
maior prejuizo da funcéo ventricular, sendo classificados como IC, e destina-los para o

programa de TF ou sedentarismo. As medidas ecocardiograficas seguiram as
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recomendagdes do Comité de Padronizacdo do modo M da Sociedade Americana de
Ecocardiografia (SAHN et al., 1998). Foram obtidos os volumes internos do VE ao final
da diastole (ViVEd) e final da sistole (ViVES) e calculada a fracdo de ejecdo como segue:
FE (%) = [(ViIVEd - VIVESs)/VIVEd] x 100. O exame ecocardiogréafico foi realizado com
0s animais anestesiados com uma mistura contendo cetamina e xilasina (50 e 10mg/Kg,
respectivamente, i.p.). Em seguida, os animais foram tricotomizados e mantidos em
decubito dorsal para a realizacdo do exame utilizando o equipamento Vivid E9 (GE
Healthcare, Noruega) com um transdutor 12SD de 4 a 12 MHz. A funcéo sistolica foi
avaliada por meio do célculo da fracdo de ejecdo utilizando o método de Simpson
(SCHILLER et al., 1989). Dado prévio do nosso grupo de pesquisa demonstrou
correlacdo negativa entre as variaveis area de infarto e FE (PAULA, 2017). Essa
correlacdo sugere que os animais com area de infarto superior a 30% do ventriculo
esquerdo apresentam FE menor que <35%. Assim, estabeleceu-se uma linha de corte, na
qual somente os animais infartados com FE <35% foram incluidos nos estudos das

disfungdes vasculares decorrentes da IC induzida por IM (COUTO et al., 2018).

3.3.2. Quantificacao das concentracdes do Peptideo Natriurético Cerebral
(BNP)

Apos 4 semanas da cirurgia de inducdo do 1M, os animais foram anestesiados
com halotano e o sangue (aproximadamente 1mL) foi coletado por puncéo do plexo retro-
orbital. Utilizando-se um tubo capilar (1,6mm de diametro externo), colheu-se sangue em
tubo BD vacutainer contendo citrato de sodio como anticoagulante (0,1M).
Posteriormente, o sangue foi centrifugado a 3000g a 4°C durante 10 minutos (Eppendorf
5415R, Hamburg - Germany). Posteriormente, foi realizado o ensaio imunoenzimatico
(ELISA), seguindo as recomendaces do fabricante (ab108815 — BNP 32 Rat ELISA kit).

Dados prévios do grupo (PAULA, 2017) demonstram que concentragdes
plasmaticas de BNP superiores a 0,3ng/mL, em animais 4 semanas pos-1M,
correlacionam-se com éarea de infarto superior a 30% do ventriculo esquerdo. Assim,
estabelecemos em nosso laboratério um segundo critério de selecdo dos animais
infartados, no qual somente seriam selecionados para os estudos das disfungdes
vasculares decorrentes da IC animais com concentrac6es plasmaticas de BNP superior a
0,3 ng/mL.
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De acordo com as medidas ecocardiograficas e/ou com a concentragdo
plasmética do BNP, os ratos foram distribuidos em 4 grupos: 1) SHAM sedentério (SOs);
2) SHAM treinado (SOt); 3) IC sedentario (ICs); 4) IC treinado (ICt).

3.4. Protocolo de treinamento (subprojeto 2)

Os animais foram submetidos ao protocolo de treinamento, 5 dias/semana,
durante 8 semanas. Foram realizados exercicios aerobios e resistidos em dias alternados,
conforme as recomendacbes do Colégio Americano de Medicina do Esporte, da
Associacdo Americana do Coracdo e da Sociedade Brasileira de Cardiologia
(THOMPSON et al, 2003; LEON et al, 2000; POLLOCK et al, 2000). Os testes de esforco
maximo na esteira e de carga maxima na escada foram realizados nas semanas 0, 4 e 8 de
protocolo de treinamento, com o objetivo de avaliar o desempenho dos animais e reajustar
os valores da intensidade do esfor¢o. Os animais dos grupos SOs e ICs foram mantidos
sem exposicao a nenhum tipo de treinamento por igual periodo de tempo. Uma Unica vez
na semana esses animais experimentaram estes exercicios com menores intensidades e
volumes, de forma a apresentar habilidade para realizacdo dos testes de esforco maximo

e de carga maxima.

3.4.1. Protocolo de treinamento aerdbio (TA)

Os animais passaram pelo periodo de 1 semana de aclimatagdo na esteira
ergométrica adaptada para ratos. Ao final do periodo de adaptacdo, os animais foram
submetidos ao primeiro teste de esforco maximo, adaptado de Amaral e colaboradores
(2000), no qual foi avaliada a capacidade aer6bia maxima por meio de estagios
escalonados iniciando na velocidade de 0,3 km/h com incrementos de 0,3 km/h a cada 5
minutos até a exaustdo do animal, quando o teste foi concluido.

Foi utilizado o protocolo de TA de moderada intensidade (50% e 60% da
carga maxima atingida no teste de esforco com inclinacdo de 0%), em dias alternados
com o treinamento resistido, durante 8 semanas, sendo que o TA iniciou com curtos
periodos de 15 a 20 minutos por dia e progrediu até chegar a 1 hora por dia ao final da 3?
semana, alcan¢ando uma velocidade maxima, conforme ajustes de velocidade obtidos por
meio do teste de esforco (AMARAL; ZORN; MICHELINI, 2000).
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3.4.2. Protocolo de exercicio resistido

O protocolo de treinamento resistido (TR) seguiu 0 modelo de Hornberger e
Farrar (2004), que consiste na subida de ratos em escada (1,1m de altura x 0,18m de
largura, 2cm de espago entre os degraus e 80° de inclinagdo). Inicialmente os ratos
passaram por uma semana de adaptacédo para reduzir o estresse causado pela manipulagéo
e pelo equipamento. Para tal, os animais foram colocados na parte inferior da escada e
foram incentivados, por meio de estimulos manuais, a subirem os degraus. Esse
procedimento foi repetido até que os animais conseguissem subir voluntariamente 3 vezes
consecutivas. Ao final do periodo de adaptacdo, os animais foram submetidos ao teste de
carga maxima (HORNBERGER; FARRAR, 2004).

O teste para determinacdo da carga de treinamento consistiu em uma carga
inicial de 75% do peso corporal, a qual foi progressivamente aumentada com mais 25%
do peso corporal nas subidas subsequentes, até atingir a exaustdo do animal (SANCHES
et al, 2014). As cargas foram fixadas na parte proximal da cauda com fita adesiva.

A prescricdo do TR foi realizada utilizando o valor de carga maxima
normalizado para cada rato. O protocolo de TR foi realizado ao longo de 8 semanas, em
dias alternados com o TA, em intensidade moderada (40-60% da carga maxima), com 15
subidas por sessdo e um intervalo de tempo de 1 min entre subidas. Essa intensidade €
considerada moderada e seguiu as recomendacdes para esta populacdo com doeccas
cardiovasculares (SANCHES et al, 2014).

3.5. Medidas hemodinamicas (subprojeto 1 e 2)

Apos 48h da altima sesséo de treinamento, 0s animais foram anestesiados
com uretana (1,2g/kg; i.p.) e submetidos a canulagdo da artéria carotida direita, como fora
previamente descrito por nosso grupo (ROSSONI et al., 2006). Para tal, foi utilizado um
cateter de polietileno (PE-50) preenchido com solugéo salina heparinizada (100U/mL) o
qual, apo6s canulacdo da artéria, foi conectado a um transdutor de pressdo (SP844,
Memscap, Durham, USA), ligado, por sua vez, a um amplificador (ML224 Quad Bridge
Amp, ADInstruments, New South Wales, Australia), o qual estava acoplado a um sistema

de aquisicdo de dados digital (PowerLab, ADInstruments, New South Wales, Austrélia)
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para aquisicdo dos registros hemodinamicos. A frequéncia de amostragem utilizada para
aquisicao dos registros foi de 1Hz.

Ap0ds estabilizacao do registro foram avaliadas as medidas de presséo arterial
sistdlica (PAS) e diastolica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC) e o cateter foi introduzido
no ventriculo esquerdo para avaliar pressdo sistolica do VE (PSVE), pressdo diastolica
final do VE (PDfVE), derivada de pressdo em funcdo do tempo positiva (dP/dt+) e
negativa (dP/dt-) do VE.

A analise destes parametros foi realizada utilizando um programa para analise
de medidas hemodinamicas (BloodPressure Module, Chart 5 for Windons,
ADInstruments, New South Wales, Australia). Apds as medidas hemodinamicas, o0s
animais foram mortos e os tecidos, como a aorta toracica e abdominal e seus respectivos

PVATS - pulmao, coracdo e tibia - foram coletados para as analises descritas a seguir.

3.6. Avaliacdo da hipertrofia cardiaca, da area de infarto e da congestdo
pulmonar (subprojeto 1 e 2)

Os indices de hipertrofia dos ventriculos direito (VD) e VE foram inferidos a
partir da razdo entre os pesos do VE ou VD sobre o comprimento da tibia. Cabe ressaltar
que o valor do peso do septo interventricular foi adicionado ao valor do VE.

A érea de infarto foi determinada por planimetria (MILL et al., 1990). Para
tal, a area infartada foi separada do restante do coracao e, posteriormente, ambas as fatias
foram escaneadas e quantificadas utilizando o programa ImageJ 1.4g (Wayne Rasband,
NationallInstitutesof Health, EUA). A érea de infarto foi expressa como porcentagem da
area total do ventriculo esquerdo (MILL et al, 1990).

A presenca de congestdo pulmonar foi inferida pela razdo peso do pulméo

pelo comprimento da tibia.

3.7. Metodologia para avaliagdo da reatividade vascular em artéria aorta
(subprojeto 1 e 2)

As aortas toracica e abdominal foram colocadas em solucdo de Krebs-
Henseleit (composicdo mM: NaCl 115; KCI 4,6; CaCl..2H.O 2,5; KH2POs 1,2;
MgSO4.7H20 1,2; NaHCOs 25; Glicose 11,1; EDTA 0,01), continuamente gaseificada

com 95% Oz e 5% CO2 e com pH 7,4. Na sequéncia, segmentos da aorta com PVAT
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(PVAT+) ou sem (PVAT-) foram cortados em anéis (3 mm de comprimento) e, em alguns
anéis, o endotélio foi removido (E-) por meio de atrito mecénico da superficie interna do
vaso com uma haste de aco e, em outros, o endotélio permaneceu intacto (E+).

Para obtencdo do registro de tensdo isométrica, dois arames metalicos foram
passados atraveés do lumem dos segmentos, um deles foi fixado no banho e o outro
acoplado a um transdutor de tensdo isométrico (Letica TRI 210, Barcelona, Espanha),
conectado a um sistema de aquisicao de dados (MP 100, Biopac System Inc., CA, EUA).
Os dados gerados foram armazenados em arquivos por meio do software AcqKnowledge
(verséo 3.8.2, Biopac System Inc., CA, E.U.A.) e do computador (PC Pentium), para
posterior analise.

Cada anel foi imerso em uma cuba para érgdos isolados contendo 5mL da
solucdo de Krebs-Henseleit, aquecida a 37°C, continuamente gaseificada com mistura
carbogénica (95% Oz, 5% COz) e em pH 7,4. As preparacOes foram submetidas a tensao
de repouso de 1g e reajustadas quando necessario, por um periodo de 45 minutos.

Apbs o periodo de estabilizacdo, foi administrado KCI (75 mM) em todos 0s
anéis. Posteriormente, foi realizada uma segunda administracdo de KCI (75mM) e entéo
aguardados aproximadamente 30 minutos a fim de alcancar o platd da contragdo. Em
seguida, foi testada a integridade do endotélio por meio do relaxamento mediado pela
acetilcolina (10uM) em anéis arteriais previamente contraidos com fenilefrina (~ 10uM).
O relaxamento igual ou superior a 80% foi considerado como demonstrativo da
integridade funcional do endotélio (E+) e o relaxamento inferior a 10% da auséncia do
endotélio funcional (E-). Desta forma, os anéis de aorta toracica e abdominal foram
estudados em quatro condicdes: com endotélio e PVAT (E+/PVAT+), com endotélio e
sem PVAT (E+/PVAT-), sem endotélio e com PVAT (E-/PVAT+) e sem endotélio e sem
PVAT (E-/PVAT-).

3.7.1. Protocolo experimental

Apbs o teste da integridade funcional do endotélio, foi realizada curva-
concentracdo-resposta ao agonista seletivo dos receptores ai-adrenérgico, fenilefrina (10°
°-10°°M). A resposta de contragdo induzida pela fenilefrina foi apresentada em mN e
normalizada pelo comprimento do anel (mN/mm). Os valores foram apresentados como
resposta méxima (Rmax) ou pD2 (logaritmo negativo da concentracdo que produz 50%

do efeito maximo).
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Ao final dos experimentos, o PVAT foi pesado e este valor foi normalizado

pelo comprimento do seu respectivo anel.

3.7.1.1. Subprojeto 1

Para a realiazacdo dos experimentos que objetivou avaliar a participacdo do
SRA na resposta contratil a fenilefrina, os anéis arteriais foram pré-incubados, por 30
minutos, com o antagonista do receptor AT1 (Losartana, 10 uM; ANGELI et al., 2011),
do antagonista do receptor AT2 (PD123319, 1 uM; PADILLA et al., 2014), do
antagonista do receptor MAS (A779, 0,1 uM; LEMOS et al., 2002) e do inibidor ndo
seletivo da sintase de NO (L-NAME, 100 uM; VICTORIO et al., 2016).

3.7.1.2. Subprojeto 2

Para a realiazacdo dos experimentos que objetivou avaliar o papel do TC
sobre efeito anticontrail do PVAT, os anéis arteriais da aorta toracica e abdominal foram
pré-incubados, por 30 minutos, com o inibidor ndo seletivo da sintase de NO (L-NAME,
100 uM; VICTORIO et al., 2016).

3.8. Medida das espécies reativas derivadas do oxigénio (ERO) (Subprojeto 1)

A geracdo de ERO foi determinada utilizando-se a dihidroetidina (DHE)
como descrito previamente (GIL-ORTEGA et al., 2014).

Para realizacdo dessa técnica, as aortas toracicas revestidas com seus
respectivos PVATSs foram isoladas e incubadas por 30 minutos, em uma camera escura,
em solucdo de Krebs-Henseleit (pH 7,4, 37°C) mais DHE (2 uM) para mensuragdo
respectiva da producdo de EROs. Em seguida, esses segmentos foram fixados em
paraformaldeido 4% por 4 horas e, posteriormente, imersos em meio de congelamento
(Tissue-Tek, Sakura Finetek, Torrance, CA) e congelados imediatamente a -70°C.

Utilizando um criostato (Leica, Alemanha), cortes transversais da aorta
(20um) foram obtidos, colocados em laminas de vidro (Star Frost, Alemanha), circulados
com caneta hidrofébica (Imm Edge, EUA) e incubados, por 10 minutos, com tampéao
fosfato 0,1M, a 37°C.
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As imagens foram capturadas em microscopio optico (Eclipse 80i, Nikon,
Japdo) equipado com filtro para rodamina e camara (DS-U3, Nikon, Jap&o), utilizando
uma objetiva de 20x. Elas foram analisadas utilizando o software ImageJ (NIH, Bethesda,
MD, EUA). A producdo de ERO foi avaliada e expressa pela densidade integrada da

fluorescéncia do DHE, nos segmentos da parede vascular da aorta e seu respectivo PVAT.

3.9. Ensaio da Atividade da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)

(subprojeto 1)

3.9.1. Atividade da ECA1

A atividade da ECA1 foi avaliada em anéis de aorta toracica e seu receptivo
PVAT. Os tecidos foram homogeneizados em tampao borato 0,4M contendo NaCl 0,9M
e sacarose 0,34M (pH 7,2). Os homogeneizados foram centrifugados (Centrifuga
Eppendorf 5415R - Hamburgo, Alemanha) por 10 minutos, a 3000 RPM, 4°C e os
sobrenadantes foram utilizados para ensaio fluorimétrico para a medida de atividade da
ECA.

Os sobrenadantes, a partir de tecido homogeneizado, foram incubados com
tampado borato de sédio contendo Hip-His-Leu 5 M; durante 30 minutos a 37°C. A reacao
foi interrompida pela adicdo, sob agitacdo, de solucdo de NaOH (0,34 M). A seguir,
acrescentou-se, sob agitacdo e protegido da luz, o-phtaldialdeido (20 mg/mL) e, ap6s 10
minutos em temperatura ambiente, essa reacao foi interrompida pela adicdo HCI (3M).
Posteriormente, a reacdo foi submetida a leitura da intensidade de fluorescéncia no
espectrofluorimetro AmincoBowman Série 2 (SLM, Instruments Inc., Rochester, NY,
EUA), que permite a passagem de luz em comprimento de onda 365nm para excitagéo e
495nm para emissao.

Todas as amostras foram avaliadas em duplicatas, sendo que a fluorescéncia
intrinseca da amostra foi corrigida por meio de brancos. No branco a amostra do
homogenato era adicionado logo apds a reacdo ser interrompida com NaOH, mantendo
as demais etapas do ensaio inalteradas.

Para cada ensaio foi feita uma curva padréo, relacionando a intensidade da
fluorescéncia com quantidades determinadas do produto (His-Leu). As proteinas foram
quantificadas por espectrofotometria, pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).
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A atividade especifica foi expressa em nMol His-leu/ min/mg de proteina para
cada amostra de tecido (CARNEIRO-RAMOS et al, 2006; SANTOS et al, 1985).

3.9.2. Atividade da ECA2

Para a determinacdo da atividade da ECA 2 foi realizado um ensaio cinético,
com utilizacdo de um substrato fluorogénico (Fluorogenic Peptide Substrate VI - R&D
Systems) (FRAGA-SILVA et al, 2013). Para isso, as amostras da aorta toracica e seu
respectivo PVAT foram homogeneizados com tampéo de extracdo contendo Tris-HCI
(750mM) e ZnCl2 (5uM), pH 7,5 e centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
A concentracdo de proteina nos homogeneizados foi quantificada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976).

Uma solucdo de reacdo foi preparada, contendo 70ug de proteina do
homogenato da aorta toracica e do PVAT, NaCl (5M), captopril (10uM) e substrato
peptidico fluorogénico (R&D Systems) sendo o volume completado para 100uL com
tampdo de extracdo 1X. Imediatamente apds a adicdo do substrato, o ensaio cinético foi
iniciado e a fluorescéncia emitida foi medida em intervalos de 1 minuto durante 1 hora a
37 °C a 320nM de excitacdo e 405nM de emissdo (Biotek Instruments, Sinergy HT,
USA). Para um controlo negativo, adicionou-se 10uM de inibidor peptidico especifico de
ACE2 (Dx600 Linear - Phoenix Pharmaceuticals, INC) a reac¢do e, para um controlo
positivo, 5uM de ACE2 humano recombinante (rhACE2 - R & D Systems, EUA).
Leituras de fluorescéncia de fundo foram obtidas de reacdes sem amostras de tecido e a
atividade enzimatica final das amostras foi corrigida pelo valor de fundo obtido (DINIZ
et al., 2016). O resultado foi obtido por meio da média dos Gltimos 5 minutos de leitura,
sendo todos os resultados normalizados pelo branco. A atividade da ECA2 foi expressa

em unidades de fluorescéncia/minuto/mg de proteina.

3.9.3. Reagéo de transcricéo reversa (RT-PCR) (subprojeto 1 e 2)

O RNA total de amostras de aorta toracica para o subprojeto 1 e do PVAT da
aorta abdominal e toracica para o subprojeto 2 foram extraidos de acordo com as
especificacOes do fabricante do reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA).

A qualidade da extracdo do RNA das amostras foi avaliada por meio da razdo entre as
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absorbancias de A=260nm e A=280nm. A concentra¢do de RNA total foi determinada em
espectrofotobmetro de alta sensibilidade (Gen5 Data Analysis Software, BioTek,
Winooski, Vermont, EUA). A integridade do RNA extraido foi confirmada por meio da
analise das subunidades de RNA ribossomal (18S e 28S) sob luz UV, apos separacgao por
eletroforese em gel de agarose (1%) contendo brometo de etidio. A reacdo de transcricao
reversa para sintese da fita complementar ao mRNA (cDNA) foi realizada utilizando-se
Sug de RNA total, segundo as especificacdes do fabricante da enzima transcriptase
reversa (M-MLV Reverse Transcriptase, Invitrogen/Life Technologies, Carlsbad,
California, EUA) em termociclador (PTC 200 Termocycler, MJ Research, Walthan,
Massachusetts, EUA). As reacdes de RT-PCR em tempo real foram realizadas segundo
as especificacdes do fabricante do coquetel de reagentes (Platinum SYBR Green gPCR
UPSer Mix-UDG, Invitrogen/Life Technologies, Carlsbad, California, EUA). Os niveis
de cDNA foram determinados por meio do calculo 2-2 2%, sendo AACt = (ACt Tratado —
ACt Controle) e ACt = (Ct gene interesse — Ct controle interno). O valor do Ct representa
a linha de base para deteccéo da fluorescéncia emitida, correspondente a fase exponencial.
Os primers foram adiquiridos da Invitrogen (Thermo Fisher Scientific), e as sequéncias
utilizadas encontram-se na tabela 1.

Os genes avaliados no subprojeto 1 (receptores AT1, AT2e MASeECA le
2) foram normalizadas pelo GAPDH, os demais genes avaliados no subprojeto 2 foram

normalizados pelo HPRT1.

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados

Genes Sequéncia do primer
Sense: 5’CACTTTCCTGGATGTGCTGA3’
Receptor AT1R
Anti sense: 3° CCCAGAAAGCCGTAGAACAG 5’
Sense: 5S> GTAAGAATTTGGAGTTGCTG 3°
Receptor AT2R

Anti sense: 3° GGGATTCCTTCTTTGAGAC 5’
Sense: S’CCCACCCATTCCCATAGTGC

Anti sense: 3° CCGAGAGGAGAGATGCTCATG 5’
Sense: S’TGGTGGACCTCATGGCCTAC 3’

Anti sense: 3° CAGCAACTGAGGGCCTCTCT 5’

Sense: 5’°GGATCCAGTGGGGGAAACTG 3’
eNOS Anti sense: 3> TGGCTGAACGAAGATTGCCT 5°

Receptor MAS

GAPDH
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HPRT1

MCP1

IL-6

IL-10

TNF-a

Tcf-21

UCP-1

Receptor B3 adrenérgico

PRDM16

EPSTI 1

Sense: 5’ ACAGGCCAGACTTTGTTGGA 3°
Anti sense: 3’ TGGCTTTTCCACTTTCGCTG 5°

Sense: S’TGTCTCAGCCAGATGCAGTT 3°
Anti sense: 3’°CAGCCGACTCATTGGGATCA 5°

Sense: S’CATTCTGTCTCGAGCCCACC 3’
Anti sense: 3’°GCTGGAAGTCTCTTGCGGAG 5°

Sense: 5’ACGCTGTCATCGATTTCTCCC 3°
Anti sense: 3’°GTCACGTAGGCTTCTATGCAGT 5’

Sense: 5’GTGATCGGTCCCAACAAGGA 3’
Anti sense: 3’CTTGGTGGTTTGCTACGACG 5’

Sense: 5’TCCAAGCTGGACACTCTCAG 3’
Anti sense: 3° TAAAGGGCCAAGTCAGGTTGA 5°

Sense: S’ATCTTCTCAGCCGGCGTTTC 3°
Anti sense: 3’°CCTTGGATCTGAAGGCGGAC 5’

Sense: 5’TAGCAAGGAGCCTGACTTCTG 3’
Anti sense: 3’ TTGGTTCTGGAGAGTTGCGG 5°

Sense: 5’TGATGGCCGCTTGGAAGA 3°
Anti sense: 3’TCACTGCCATCCGACATGTC 5°

Sense: 5’TGACGGCTGGGGTATATGAGA 3’
Anti sense: 3’AGTGGGTGGGCAGTTGAAAT 5°

3.10. Quantificacao da adiponectina do PVAT (subprojeto 2)

O PVAT da aorta toréacica foi homogeneizado em PBS (proporcao de 1mg de

tecido para 10uL de PBS). Os homogenatos dos PVATSs foram centrifugados (4000 rpm
por 15 min a 4°C) e o sobrenadante foi diluido no diluente de ensaio RD1W (R&D,

Minneapolis, EUA.) na proporcdo de 1:10. As proteinas foram quantificadas por

espectrofotometria pelo método BCA (Thermo Scientific™ Pierce™, Illinois, EUA) e em

seguida as amostras foram diluidas para que todas as amostras estivessem na

concentracdo de 10ng/pL. Posteriormente, a adiponectina foi quantificada usando o kit

comercial de ELISA seguindo instrucdes do fabricante (R&D, Minneapolis, EUA). Os

valores foram expressos em ng de adiponectina por g de proteina.
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3.11. Western Blotting (subprojeto 2)

As aortas toracica e abdominal e o PVAT da aorta toracica foram
homogeneizados em tampéo de lise RIPA imerso em gelo (Merck Milipore, Billerica,
MA, EUA), o qual contém inibidores de protease, tais como: ortovanadato de sdédio
(100mM; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), fluoreto de fenil metano sulfonil
(PMSF, 10mM; Amresco, Solon, OH, USA) e coquetel inibidor de protease (1:5000 de
diluicdo; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA); e inibidores de fosfatase, tais como:
fluoreto de sodio (100mM; Synth, S&o Paulo, Brasil) e pirofosfato de sédio (10mmol/L;
Synth, Sao Paulo, Brasil).

Os homogenatos das aortas e dos PVATSs foram centrifugados (4000rpm por
15 minutos a 4°C; centrifuga Eppenforf 5415R, Hamburgo, Alemanha) e o sobrenadante
foi isolado. O homogenato do PVAT passou por uma nova centrifugagéo (20000rpm por
10 minutos a 4°C; centrifuga Eppenforf 5417R, Hamburgo, Alemanha). As proteinas
foram quantificadas por espectrofotometria pelo método BCA (Thermo Scientific™
Pierce™, Illinois, EUA), em seguida foram extraidas (50ug para a aorta e 75ug para o
PVAT), separadas em gel de poliacrilamida (Bio-Rad; Hercules, CA, USA) por meio de
eletroforese e posteriormente transferidas para membrana de PVDF (AmerSHAM-GE
Healthcare, Little Chalfont, UK) por 12 horas a 4°C usando um Mini Trans-Blot Cell
system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) contento tampéo de transferéncia (Tris, 25mM;
glicina 190mM; metanol a 20% e SDS a 0,05%). Em seguida, as membranas foram
bloqueadas com albumina de soro bovino a 5% (Inlab, Sdo Paulo, SP, BR) e incubadas
por 12 horas a 4°C com anticorpo primario anti eNOS (1:1000; coédigo: 610297, BD
Transduction Laboratories, San Jose, CA), anti AMPK a.1/2 (1:1000; sc25792. Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA) e anti a-actina (1:30000; 2547; Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA).

As membranas foram lavadas e incubadas com anticorpo IgG anti mouse
conjugado com peroxidase (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) para eNOS e a-actina e
anticorpo 1gG anti rabbit conjugado com peroxidase (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) para
AMPK al/2.

Para as membranas do PVAT a coloracdo com o Ponceau (coloracdo para
deteccdo répida reversivel de bandas de proteina em membranas) foi utilizada para
normalizar a expressédo das proteinas avaliadas em cada amostra (ROMERO-CALVO et
al., 2010).
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As membranas foram lavadas e incubadas com um sistema de
quimioluminescéncia de horseradish peroxidase-luminol (ECL; GE Healthcare,
buckinghamshire, UK) ou (ECLplus; Thermo Scientific, Rockford, 1, USA) para detectar
os imunocomplexos luminescentes, os quais foram expostos ao filme radiografico (Kodak
BioMax MR film, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Os sinais de imunoblot e a
coloragdo com o Ponceau foram quantificados usando o programa Scion Image
(Scioncorp, NIH, Betesda, MD, USA) e foram normalizados pelos seus respectivos

controles, o-actina para as aortas e o0 Ponceau para o PVAT.

3.12. Analises estatisticas (subprojeto 1 e 2)

Os resultados foram apresentados como média + EPM. A analise estatistica
dos resultados foi realizada por teste t, pareado e/ou ndo pareado, e analise de variancia
(ANOVA), uma ou duas vias, medidas repetidas ou completamente randomizadas,
quando apropriado. Quando a ANOVA apresentou significancia estatistica, o teste post-
hoc de Bonferroni foi aplicado (GraphPadPrism Software, San Diego, CA, E.U.A). Os

resultados foram considerados estatisticamente significantes para valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao do sistema renina angiotensina no prejuizo do efeito anticontratil
do PVAT da aorta toracica dos ratos com IC

4.1.1. Parametros hemodindmicos e morfométricos

Doze semanas apos a cirurgia de indugdo do IM ou da cirurgia ficticia, foi
realizado o cateterismo cardiaco nos animais. Como observado na tabela 2, os animais
com IC apresentaram reducdo da pressao sistolica arterial (PAS), presséo sistélica do VE
(PSVE) e das derivadas temporais positiva e negativa da pressao do ventricular (dP/dt+ e
dP/dt-), além do aumento nos valores de pressdo diastolica arterial (PAD) e da pressdo
diastdlica final do VE (PDfVE). Os valores de frequéncia cardiaca (FC) nao apresentaram

diferencas significativas entre os grupos (tabela 2).

Tabela 2 - Parametros hemodindmicos. Pardmetros hemodinamicos arteriais e do
ventriculo esquerdo, 12 semanas pés-IM (IC) ou da cirurgia ficticia (SO)

SO (39) IC (45)
PAS (mmHg) 126,12 + 2,23 109,73 + 1,25*
PAD (mmHg) 65,48 + 2,82 74,24 + 2,07*
FC (bpm) 343,96 + 5,97 339,85 + 4,02
PSVE (mmHg) 139,57 + 2,12 120,71 +1,31*
PDfVE (mmHg) 4,28 + 0,49 13,15 + 1,49*
dP/dt+ (mmHgls) 8064 + 246,04 5608 + 157,00%
dP/dt- (mmHg/s) -4941 + 127,02 -3932 + 106,88*

PAS, pressdo arterial sistolica; PAD, pressao arterial diastélica; FC, frequéncia cardiaca; PSVE, pressdo
sistolica do ventriculo esquerdo; PDfVE, pressdo diastdlica final do ventriculo esquerdo; dP/dt+, derivada
de pressdo do ventriculo esquerdo em funcéo do tempo positiva; dP/dt-, derivada de pressdo do ventriculo
esquerdo em fungdo do tempo negativa. Os valores estdo expressos como média + EPM. O nimero de
animais utilizados em cada grupo encontra-se entre paréntesis. Analise estatistica: teste-t; *p<0,05 vs. SO.

Os animais do grupo IC apresentaram, no VE, uma area de cicatriz de 37,5%
(tabela 3). O peso corporal foi reduzido nos animais com IC, sem alteracdo no
comprimento da tibia (tabela 3). Desta forma, os demais pardmetros morfométricos foram
corrigidos pelo comprimento da tibia (Tabela 3).

A IC promoveu aumento nas razdes peso do pulmédo (Pulmao/T) e do
ventriculo direito (VD/T) normalizados pelo comprimento da tibia (tabela 3). Por sua vez,
a razéo peso do VE pelo comprimento da tibia (VE/T) néo foi alterada entre os grupos,

apesar da grande area de cicatriz (tabela 3).
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Tabela 3 - Parametros morfométricos. Valores morfométricos 12 semanas p6s-1M (IC)
ou da cirurgia ficticia (SO)

SO (39) IC (45)
Area de infarto (% VE) - 37,50 + 0,86
Peso Corporal (g) 470,89 + 9,31 442,40 + 8,71*
Tibia (mm) 41,64 +0,17 41,28 +0,17
Pulmao/T (mg/mm) 50,42 + 2,03 92,01 + 3,34*
VDIT (mg/mm) 4,97 +0,13 12,67 £ 0,34*
VE/T (mg/mm) 19,06 + 0,34 18,25 + 0,47

VDI/T, razdo entre o peso do ventriculo direito e o comprimento da tibia; VE/T, razdo entre o peso do
ventriculo esquerdo e o comprimento da tibia; Pulm&o/T, razo entre o peso Umido do pulméo e o
comprimento da tibia; Area de infarto (% VE), percentual de area de infarto do ventriculo esquerdo. Os
dados estdo expressos como media + EPM. O nimero de animais utilizados em cada grupo esta entre
paréntesis. Analise estatistica: teste-t; *p<0,05 vs. SO.

4.1.2. Avaliacdo da reatividade vascular e do efeito anticontratil do PVAT

Conforme ja descrito na literatura, a presenca do PVAT foi capaz de reduzir
a contracgdo a fenilefrina de anéis E+/PVAT+ da aorta toracica de animais SO (Figura 1).
Todavia, nos anéis E+/PVAT+ dos animais IC, esse efeito anticontratil foi de magnitude
inferior (Figura 1). A resposta maxima foi alterada pela presenca do PVAT apenas na

aorta toracica dos animais SO, sem alterar a pD2 em nenhum dos grupos (Tabela 4 e 5).

S0 E+/PVAT- (n=10)
bSO E+/PVAT+ (n=10)
°IC E+/PVAT- (n=15)

d1C E+/PVAT+ (n=14)

eOomO

Contragéo (mN/mm)

ANOVA: P<0.05 a-b; a-c; c-d

9 8 -7 6 -5 -4 -3
Fenilefrina (Log M)

Figura 1. Curva concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica com endotélio funcional
(E+), na presenca (PVAT+) e na auséncia do tecido adiposo perivascular (PVAT-) provenientes de animais
falso-operados (SO) e com insuficiéncia cardiaca (IC). Os resultados sdo expressos como média + EPM. O
namero de animais utilizados em cada experimento (n) esta entre parénteses. As diferengas estatisticas
foram determinadas pela ANOVA duas vias, para as diferencas entre as curvas (p<0,05).
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Como observado na Figura 1, a fenilefrina promoveu contragdo dependente
de concentracdo em todas as condi¢des avaliadas, todavia, nos anéis dos animais IC essa
contracdo foi de magnitude superior as observadas nos anéis dos animais SO,
apresentando aumento tanto na resposta maxima quanto na pD2 (Tabela 4 e 5).

De forma similar ao efeito do PVAT, o endotélio tem a capacidade de reduzir
a resposta contratil a fenilefrina. Na Figura 2 A, quando o endotélio (E-/PVAT-) foi
removido, a resposta contratil a fenilefrina foi amplificada nos anéis dos animais SO
quando comparada a condicdo E+/PVAT-, aumentando ndo s a resposta maxima como
também a pD2 (Figura 2 A, Tabelas 4 e 5). Nos anéis dos animais IC, ndo foi observada
diferenga significativa com a remocao do endotélio, tanto na resposta maxima quanto na
pD2 (Figura 2 B, Tabelas 4 e 5).

Posteriormente, avaliou-se o envolvimento do endotélio no efeito
anticontratil do PVAT. Como mostrado na Figura 2, a presenga do PVAT nos anéis sem
endotélio (E-/PVAT+) reduziu a resposta contratil a fenilefrina em ambos os grupos. No
entanto, quando se avaliou as diferencas nas respostas maximas e pD2, apenas nos anéis

dos animais SO obtiveram diferencas significativas (Tabelas 4 e 5).

A 0O ?OE+PVAT-(n=10) B O C°ICE+/PVAT- (n=15)
B SO E+/PVAT+ (n=10) ® JIC E+/PVAT+ (n=14)
O °SO E-/PVAT- (n=6) O 9ICE-/IPVAT- (n=4)
15 ™ 'SOE-/PVAT+ (n=9) 5. ® [ICE-/PVAT+ (n=9)
€
E
Z 10-
E
'S
On
S 57
c
(@}
O
O_ o
ANOVA: p<0,05 a-b; a-¢; b-f; e-f ANOVA: p<0.05 c-d; c-g; d-h
9 8 -7 6 5 -4 -3 9 8 -7 -6 5 -4 -3
Fenilefrina (Log M) Fenilefrina (Log M)

Figura 2. Curva concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica com (E+) e sem endotélio
funcional (E-), na presenca (PVAT+) e na auséncia do tecido adiposo perivascular (PVAT-) provenientes
de animais falso-operados (SO) (A) e com insuficiéncia cardiaca (IC) (B). Os resultados sdo expressos
como média £ EPM. O nimero de animais utilizados em cada experimento (n) esta entre parénteses. As
diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA de duas vias, para as diferengas entre as curvas
(p<0,05).
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4.1.3. Avaliacdo da atividade e expressédo génica dos componentes do SRA na
aorta toracica e no PVAT de animais SO e IC

Para investigar o envolvimento do SRA nas disfun¢des endotelial e do PVAT
em anéis de aorta toracica de animais com IC, avaliou-se a atividade e a expressdo génica
daECAle?2.

A atividade da ECAL ndo foi diferente na aorta tordcica dos animais IC
quando comparada aos animais SO (Figura 3 A). Entretanto, de forma interessante, no
PVAT foi observado aumento da atividade da ECA-1, quando comparada a atividade
medida na aorta toracica (Figura 3 A). Por sua vez, o PVAT da aorta toracica dos animais
IC apresentou aumento significativo na atividade da ECAL, quando comparado ao PVAT
dos animais SO (Figura 3 A).
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Figura 3. Atividade das enzimas conversora de angiotensina 1 (ECAL; A) e 2 (ECA2; C) na aorta e nos
seus respectivos PVAT e expressdo génica da ECA1L (B) e da ECA2 (D) no PVAT em animais falso operado
(SO) e com insuficiéncia cardiaca (IC). A atividade da ECAL foi expressa em nmol His-Leu/min/ug e a
ECAZ2 foi expressa em u.a./min/pug. Os resultados sdo expressos como média + EPM do % de variagdo em
relagdo aos valores obtidos nos animais SO. O nimero de animais utilizado encontra-se no interior das
barras. As diferencas estatisticas foram determinadas pelo ANOVA duas vias para 0s experimentos da
atividade da ECAL e 2 e Teste-t para os experimentos de expressdo génica. (p<0,05; *vs. SO aorta; #vs. SO
PVAT; $vs. IC aorta).
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Quanto a atividade da ECA2, ndo houve diferencas significativas em sua
atividade entre as aortas dos animais SO e IC (Figura 3 C), todavia, de forma semelhante
ao obtido na atividade da ECA1 (Figura 3 A), a atividade da ECA2 estava aumentada no
PVAT quando comparada a atividade medida na aorta (Figura 3 C). Por sua vez, essa
atividade n&o diferiu entre os grupos (Figura 3 C).

Né&o foram observadas modificagdes significativas na expressdo génica nem
da ECAL (Figura 3 B) nem da ECA2 no PVAT da aorta toracica (Figura 3 D).

Na aorta toracica a expressdo dos receptores AT1 e AT2 néo foi alterada pela
IC (Figura 4 A e B), entretanto observou-se aumento na expressdo génica do receptor
MAS na aorta dos animais com IC (Figura 4 C). Quando esse experimento foi realizado
nos respectivos PVATS, observou-se aumento na expressdo génica dos trés receptores
avaliados no PVAT dos animais com IC, quando comparado ao PVAT dos animais SO

(Figura4 D, E e F).
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Figura 4. Expressdo génica dos receptores AT1 (A e D), AT2 (B e E) e MAS (C e F), na aorta toracica (A,
B e C) e nos respectivos PVAT (D, E e F) dos animais falso-operados (SO) e com insuficiéncia cardiaca
(IC). Os resultados sao expressos como média £ EPM do % de variacdo em relacéo aos valores obtidos nos
animais SO. O numero de animais utilizado encontra-se no interior das barras. As diferengas estatisticas
foram determinadas pelo Teste-t, (p<0,05; *vs. SO).

4.1.4. Avaliagdo da influéncia do SRA no efeito do endotélio e do PVAT na
resposta contratil induzida pela fenilefrina na aorta toracica de animais
SOelC
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A fim de avaliar o envolvimento dos receptores do SRA no efeito anticontratil
do PVAT e nas disfungdes observadas na aorta toracica dos IC, avaliou-se a resposta
contratil a fenilefrina em anéis de aorta toracica na presenca de antagonista dos principais
receptores desse sistema.

Como observado na Figura 5, a incubagdo com losartana (LOS) reduziu,
significativamente, a contragdo induzida pela fenilefrina nos aneéis E+/PVAT- e
E+/PVAT+ dos animais SO e IC (Figuras 5 A, B e 5 E, F, respectivamente), no entanto a
magnitude dessa reducdo foi maior nos anéis provenientes dos animais IC. Avaliando a
resposta maxima, observa-se que a magnitude dessa reducdo foi similar entre os anéis
E+/PVAT- (18%) e E+/PVAT+ (=22%) dos SO (Tabela 4), enquanto, nos anéis
E+/PVAT+ (=37%) dos IC, a magnitude dessa resposta foi maior quando comparada aos
anéis E+/PVAT- (=29%) (Tabela 4). A presengca da LOS ndo modificou a pD2 em
nenhum dos grupos ou condigdo. Nos anéis E-/PVAT-, a incubacdo com LOS néo
modificou a contragdo induzida pela fenilefrina dos animais SO e IC (Figuras5Ce 5 G,
respectivamente e Tabelas 4 e 5). Quando o PVAT foi mantido nos anéis sem endotélio
(E-/PVAT+), a incubacdo com LOS ndo modificou a contracdo induzida pela fenilefrina
nos anéis dos animais SO (Figura 5 D, Tabela 4 e 5); porém, significativamente, reduziu
a contracdo nos anéis dos IC (=18%) (Figura 5 H, Tabela 4 e 5).

Na sequéncia, avaliamos a participacdo dos receptores AT2 na modulacédo da
vasoconstricdo induzida pela fenilefrina. Como esperado frente a literatura, a incubacéo
com PD123319 aumentou a contragdo induzida pela fenilefrina nos anéis E+/PVAT- dos
animais SO (=22%) (Figura 6 A, Tabela 4). Por sua vez, de maneira surpreendente e
inédita, a incubacdo com o antagonista do receptor AT2 reduziu, significativamente, a
contracdo induzida pela fenilefrina nos anéis com PVAT (anéis E+/PVAT+) dos animais
SO (Figura 6 B), todavia essa reducdo foi de pequena magnitude visto que ndo foram
detectadas diferencas significativas nem na Rmax nem na pD2 (Tabela 4 e 5). Na auséncia
do endotelio (E-/PVAT+), a incubacdo com PD123319 ndo modificou a contragdo
induzida pela fenilefrina tanto na auséncia (Figura 6 C) como na presen¢a do PVAT (E-
/[PVAT+) (Figura 6 D).

De maneira surpreendente, a incubacdo com PD123319 reduziu a contragdo
induzida pela fenilefrina nos anéis E+/PVAT- dos animais IC (=12%) (Figura 6 E).
Adicionalmente, o antagonismo do receptor AT2 também reduziu a contra¢do induzida
pela fenilefrina nos anéis E+/PVAT+ dos IC (Figura 6 F); no entanto, observando as

modificagdes na Rmax, a magnitude dessa resposta foi maior na presenca do PVAT
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(E+/PVAT+; =35%), quando comparada aos E+/PVAT- (=12%) (Figuras 6 E, F e Tabela
4 e 5). Indo ao encontro desses resultados nos anéis sem endotélio, a incubagdo com
PD123319 ndo modificou a resposta contratil a fenilefrina nos anéis E-/PVAT- (Figura 6
G); porém, significativamente, reduziu-a nos anéis E-/PVAT+ (=19%) (Figura 6 H), dado
esse que foi confirmado pela reducédo da resposta méxima (Tabela 4).

A incubacdo com A779 induziu um pequeno, porém significativo aumento da
contracdo induzida pela fenilefrina nos anéis E+/PVAT- e E-/PVAT- dos animais SO
(Figuras 7 A e C). Por outro lado, o antagonismo do receptor MAS ndo modificou a
contragdo induzida pela fenilefrina nos anéis com PVAT (E+/PVAT+ e E-/PVAT+) dos
SO (Figuras 8 B e D). Quando avaliamos a Rmax e na pD2, ndo foram encontradas
diferencas entre a auséncia e a presenca do antagonista do receptor MAS em nenhuma
das condic¢es dos anéis dos animais SO.

De forma contraria, a incubacdo com A779 reduziu, significativamente, a
contragdo induzida pela fenilefrina nos anéis com endotélio dos animais IC, na auséncia
ou presenca do PVAT (E+/PVAT- e E+/PVAT+) (Figuras 7 E e 7 F, respectivamente),
sendo que a magnitude dessa reducdo da Rmax foi similar (E+/PVAT-: =17%;
E+/PVAT+: =16%) (Tabela 4), sem alterar a pD2 (Tabela 5). Na mesma direcéo, nos
anéis sem endotélio (E-/PVAT- e E-/PVAT+) dos IC, o antagonismo do receptor MAS
também reduziu a contracdo induzida pela fenilefrina (Figuras 7 G e H). No entanto, na
auséncia do endotélio e do PVAT, o efeito do antagonismo do receptor MAS sobre a
contracdo da fenilefrina, nos IC, foi significativamente menor quando comparado aos
anéis com endotélio e sem PVAT (E-/PVAT-: =8%; E-/PVAT+: =12%) (Figura 7). As
avaliaces da Rmax e da pD2 nos anéis E-/PVAT- e E-/PVAT+ ndo apresentaram

diferencas significativas nem na resposta maxima nem na pD2 (Tabela 4 e 5).
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Figura5. Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica com (E+) e sem (E-) endotélio, na presenca (PVAT+) e na auséncia do tecido adiposo perivascular
(PVAT-) provenientes de animais falso-operados (SO) (A, B, C e D) e com insuficiéncia cardiaca (IC) (E, F, G e H). Em alguns desses anéis, a curva concentracdo-resposta a
fenilefrina foi realizada na presenca do antagonista do receptor AT1 (Losartana, LOS, 10 uM). Os resultados sdo expressos como média £ EPM. O nimero de animais utilizados

em cada experimento (n) esta entre parénteses. As diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA duas vias p<0,05.
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Figura 6. Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica com (E+) e sem (E-) endotélio, na presenga (PVAT+) e na auséncia do tecido adiposo perivascular
(PVAT-) provenientes de animais falso-operados (SO) (A, B, C e D) e com insuficiéncia cardiaca (IC) (E, F, G e H). Em alguns desses anéis, a curva concentracdo-resposta a
fenilefrina foi realizada na presenca do antagonista do receptor AT2 (PD 123319, 1 uM). Os resultados séo expressos como média + EPM. O nimero de animais utilizados em
cada experimento (n) esta entre parénteses. As diferengas estatisticas foram determinadas pela ANOVA duas vias p<0,05.
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Figura 7. Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica com (E+) e sem (E-) endotélio, na presenca (PVAT+) e na auséncia do tecido adiposo perivascular
(PVAT-) provenientes de animais falso-operados (SO) (A, B, C e D) e com insuficiéncia cardiaca (IC) (E, F, G e H). Em alguns desses anéis, a curva concentragao-resposta a
fenilefrina foi realizada na presenca do antagonista do receptor MAS (A779, 0,1 uM). Os resultados sdo expressos como média = EPM. O nlmero de animais utilizados em
cada experimento (n) esta entre parénteses. As diferengas estatisticas foram determinadas pela ANOVA duas vias p<0,05.
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Tabela 4 — Resposta maxima. Valores de resposta maxima nos aneis em diferentes condi¢fes na auséncia e na presenca dos antagonistas dos

receptores AT1 (Losartana). AT2 (PD123319) e MAS (A779), 12 semanas pds-1M (IC) ou da cirurgia ficticia (SO)

RESPOSTA MAXIMA (mN/mm)

CONDICAO CONTROLE LOSARTANA PD123319 AT79
SO IC SO IC SO IC SO IC

E+/PVAT-  879+028  1285+039* | 724+0,14%2 9,09+0,29% | 10,71+0,41% 1132+061 990+036  10,48+0,31%
(10) (15) () (7) (6) () (6) )

E+/PVAT+  591+0,26°  1220+054* | 465+025°% 7,68+048%2 | 537+016° 7,90+ 0,47°% 568+0,37° 10,22 +0,33%
(10) (14) ®) (8) (6) (6) (6) (8)

E-/PVAT-  1101+030°  11,76+044 | 1027+0,27° 1128+0,26 | 10,98+027  11,86+0,34 11,95+0,39  10,74+0,63
(6) (4) (6) (4) (6) (4) (6) (4)

E-/PVAT+  9,78+023"  1202+0722* | 983+040  981+040% | 967+043  9,99+0,32% 9,56 +0,41" 10,50+ 0,50
©) ©) ©) ©) (8) (8) (8) (8)

Resultados sdo expressos como média + EPM. ANOVA uma via, p<0,05; *vs. SO; ®vs. E+/PVAT-, ®vs. E-/PVAT-, “vs. Respectiva condigdo na auséncia do antagonista.

Tabela 5 —pD2. Valores de pD2 nos anéis em diferentes condi¢des na auséncia e na presenca dos antagonistas dos receptores AT1 (Losartana).
AT2 (PD123319) e MAS (A779), 12 semanas p6s-IM (IC) ou da cirurgia ficticia (SO)

pD2
CONDICAO CONTROLE LOSARTANA PD123319 AT79
SO IC SO IC SO IC SO IC
E+/PVAT- 6,56 £ 0,09 7,23+0,11* 6,44 £+ 0,06 7,31 £0,08 6,74 +0,14 6,59+ 0,24 6,59 £ 0,15 7,27 £0,09
(10) (15) () (7) (6) ) (6) ()
E+/PVAT+ 6,18 £ 0,10 7,00 £ 0,08* 6,09 £0,18 6,59 £ 0,08 6,15+ 0,16° 6,84 £ 0,15° 6,14 £ 0,20 6,67 £0,14
(10) (14) (5) (8) (6) (6) (6) (8)
E-/PVAT- 7,52 +0,20° 7,20 £ 0,09 7,49 +0,15° 7,36 £ 0,08 7,48 £ 0,05° 7,41 +£0,04 7,60 £ 0,04 7,28 £0,07
(6) (4) (6) (4) (6) (4) (6) (4)
E-/IPVAT+ 7,10+£0,18 7,38+0,14 7,21+£0,17 7,19+0,17 7,05+0,19 7,38 £0,19 7,12+0,20 7,42 0,15
9) () ) () (8) (8) (8) (8)

AbreviagBes: pD2: -log EC50. Resultados sdo expressos como média + EPM. ANOVA uma via, p<0,05; *vs. SO; ®vs. E+/PVAT-, ®vs. E-/PVAT-, “vs. respectiva condigio

na auséncia do antagonista
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4.1.5. Avaliagdo das EROs na aorta toracica e no PVAT dos animais SO e
IC

Como evidenciado na figura 8, a intensidade de fluorescéncia foi maior
tanto na aorta toracica (Figura 8 A) quanto no PVAT (Figura 8 B) dos animais com IC

comparada aos animais SO.
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Figura 8. Imagens representativas dos cortes transversais da aorta toracica (A) e PVAT (B) dos animais
falso-operados (SO) e com insuficiéncia cardiaca (IC). Os cortes foram incubados com dihidroetidina
(DHE, 2 uM), a qual, na presenca de espécies reativas, é oxidada dando origem a produtos fluorescentes
que possuem afinidade pelo DNA nuclear. A barra da escala representa 50um. Os gréaficos representam a
quantificacdo da intensidade de fluorescéncia emitida pelos produtos da oxidacdo da DHE na aorta (A) e
no PVAT (B) dos animais SO e IC. Os resultados séo expressos como média = EPM. O nimero de animais
utilizado encontra-se no interior das barras. As diferencas estatisticas foram determinadas pelo Teste-t:
*p<0,05 vs. SO.

4.1.6. Avaliacdo da modulacdo nitrérgica mediada pelo endotélio e pelo
PVAT na resposta contratil induzida pela fenilefrina na aorta toracica de

animais SO e IC

A incubacdo com L-NAME aumentou a contrac¢do induzida pela fenilefrina
nos aneis E+/PVAT- e E+/ PVAT+ de ambos os grupos (Figura 9). No entanto, no grupo
SO a magnitude do aumento da Rmax e pD2, induzido pelo L-NAME, foi maior nos anéis
E+/PVAT+ quando comparada a observada nos anéis E+/PVAT- (Tabela 6). Por sua vez,

quando comparado o efeito da inibicdo da sintase de NO (NOS) nos anéis E+/PVAT- e
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E+/PVAT+ dos IC, ele foi de mesma magnitude dentro do grupo (comparar as Figuras 9
C, D e Tabela 6), e, significativamente reduzido quando comparado aos anéis dos animais
SO (Figura 9 e Tabela 6). Nos anéis dos animais IC, a presenca do L-NAME aumentou

apenas a pD2, sem modificar a Rmax (Figura 9 e Tabela 6).
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Figura 9. Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica com endotélio (E+), na
presenca (PVAT+) e na auséncia do tecido adiposo perivascular (PVAT-) provenientes de animais falso-
operados (SO) (A e B) e com insuficiéncia cardiaca (IC) (C e D). Em alguns destes anéis, a curva
concentragdo-resposta a fenilefrina foi realizada na presenca do inibidor ndo seletivo da sintase de 6xido
nitrico (L-NAME, 100 uM). Os resultados sdo expressos como média + EPM. O nimero de animais
utilizados em cada experimento (n) esta entre parénteses. As diferencas estatisticas foram determinadas
pela ANOVA duas vias p<0,05.

Tabela 6 — Resposta maxima e pD2. Valores de resposta maxima e pD2 nos anéis em
diferentes condigdes na auséncia e na presenca do inibidor ndo seletivo da sintase de
oxido nitrico (L-NAME), 12 semanas pés-IM (IC) ou da cirurgia ficticia (SO)
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. Controle Com L-NAME
Condigdo/Grupo S0 c S0 c
—_ 8,79+0,28 12,85+0,39* | 12,57 +0,31% 12,05+ 0,45
g VAT o (15) ©) ©)
< 591+0,26° 12,20+0,54* { 11,72 +0,38% 11,13 +0,37
m E ) ) ) ) i) i) 1) )
£ E+/PVAT+ (10) (14) (5) ®)
6,56 +0,09 7,23+0,11* | 7,69+0,12¢ 7,78 +0,10%
o EPVAT ) (15) ©® O
6,18+0,10 7,00+£0,08* | 7,15+0,25 7,44 £0,08
E+/PVAT+ (10) (14) (5) )
: -log EC50. Resultados sdo expressos como média £ EPM.

Abreviacdes: Rmax: resposta maxima; pD2
ANOVA de uma via, p<0,05; *vs. SO; ®vs. E+/PVAT-; "vs. E-/PVAT-; ?s. respectiva condi¢io na

auséncia do L-NAME.
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4.2. Avaliacao dos efeitos do treinamento fisico combinado (aerobio e resistido)
sobre a disfuncdo vascular e do PVAT, em aorta toracica e abdominal, dos
animais com IC

4.2.1. Caracterizagao do protocolo experimental e efetividade do treinamento
fisico combinado

Quatro semanas pos-cirurgia de oclusao da artéria coronaria descendente anterior,
0s animais apresentaram reducdo significativa da FE (Figura 10 A) e aumento das
concentragdes plasmaticas do BNP (Figura 10 B) quando comparados aos animais SO.
Ademais, os animais com IC também apresentaram reducdo na distancia percorrida
durante o teste de esforco da esteira (Figura 10 C) e na carga maxima levantada na escada

(Figura 10 D) quando comparados aos animais SO.
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Figura 10. Fracdo de eje¢do (A), concentragdo plasmatica do BNP (B), distancia atingida no teste de
esforco (C) e carga maxima (D), 4 semanas ap0s a cirurgia de oclusdo da coronaria descendente anterior
nos animais dos grupos falso-operado (SO) e com insuficiéncia cardiaca (IC). Os resultados séo expressos
como média £ EPM. As diferengas estatisticas foram determinadas pelo teste t (p<0,05; * vs. SO).

Por meio desses resultados, os animais foram randomicamente distribuidos
em animais sedentarios e treinados. Ao final das 8 semanas de treinamento fisico ou
sedentarismo, 0s animais treinados apresentam maior ganho na distancia percorrida no
teste da esteira (Figura 11 A) e da carga maxima levantada na escada (Figura 11 B),

guando comparados aos animais sedentarios. Contudo, apenas para o teste da carga
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méaxima levantada na escada os animais ICt apresentaram ganho inferior aos respectivos

animais SOt.
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Figura 11. Ganho da distancia percorrida na esteira (A) e na carga maxima levantada na escada (B) entre
asemana 0 e a 8° semana de treinamento ou sedentarismo. Os resultados sdo expressos como média + EPM.
O ndmero de animais utilizados em cada experimento est4 nas barras. As diferencas estatisticas foram
determinadas pela ANOVA uma via para as diferencas entre os grupos. p<0,05; *vs. SOs; *vs. ICs; %vs. SOt.

4.2.2. Parametros hemodindmicos e morfométricos

Hemodinamicamente, os animais ICs e ICt apresentaram reducdo
significativa nos valores da presséo arterial sistolica (PAS), pressdo sistolica do ventriculo
esquerdo (PSVE) e das derivadas temporais positiva e negativa da pressao ventricular
(dP/dt+ e dP/dt-), assim como aumento nos valores da presséao arterial diastolica (PAD) e
de pressdo diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDfVE), quando comparados aos SOs
e SOt (Tabela 7). Ja os valores de frequéncia cardiaca (FC) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos (Tabela 7). O treinamento fisico combinado foi capaz de
reduzir, sem restaurar, apenas os valores da pressdo diastolica final do ventriculo
esquerdo (PDfVE) do grupo IC (Tabela 7).

N&o houve diferenca significativa na area de cicatriz do VE para 0s animais
ICs e ICt (Tabela 8), assim como né&o foram observadas diferengas significativas entre o
peso corporal e o comprimento da tibia entre os diferentes grupos (Tabela 8).

Os animais ICs e ICt apresentaram aumento significativo da razéo do peso do
ventriculo direito e do pulmdo normalizados pelo comprimento da tibia, e esses
parametros ndo foram modificados significativamente pelo treinamento combinado
(Tabela 8). Nao foi encontrada diferenca na razdo do peso do VE normalizado pelo
comprimento da tibia entre 0s grupos, apesar da significativa area de necrose nos animais
com IC (Tabela 8).
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Tabela 7: Par@metros hemodinamicos. Parametros hemodindmicos arteriais e do ventriculo esquerdo obtidos dos animais dos grupos cirurgia
ficticia sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes cardiacos pos-infarto do miocardio sedentarios (ICs) e treinados (ICt) apds 8 semanas

de treinamento fisico combinado

SOs (28) SOt (37) ICs (22) ICt (20)
PAS (mmHg) 128,38 + 1,41 128,08 + 1,55 112,91 + 1,69* 109,89 + 1,84*
PAD (mmHg) 69,03 + 2,08 71,88 + 1,63 77,03 +1,98* 75,54 £2,43*
FC (bpm) 346,47 + 7,88 359,89 + 6,24 346,58 + 6,76 337,91£7,07
PSVE (mmHg) 139,93 + 1,90 143,05 + 1,94 125,14 + 2,10* 122,41 + 2,61*
PDfVE (mmHg) 6,13 + 0,37 5,88 + 0,22 18,28 + 2,36* 11,95 + 1,14**
dP/dt+ (mmHg/s) 7294 + 254,36 7586 + 268,71 5397 + 267,00 5480 + 301,38*
dP/dt- (mmHg/s) -4645 + 148,98 -4744 + 135,84 -3803 + 183,24* -3994 £ 201,78*

PAS, pressdo arterial sistdlica; PAD, pressdo arterial diastélica; FC, frequéncia cardiaca; PSVE, pressao sistolica do ventriculo esquerdo; PDfVE, pressdo diastolica final do
ventriculo esquerdo; dP/dt+, derivada de pressao do ventriculo esquerdo em funcéo do tempo positiva; dP/dt-, derivada de pressdo do ventriculo esquerdo em fungdo do tempo
negativa. O ndmero de animais utilizados em cada grupo encontra-se entre paréntesis. Resultados sdo expressos como média £ EPM. ANOVA duas via, p<0,05; *vs. SO;

#ys.ICs.
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Tabela 8: Parametros morfométricos. Parametros morfometricos obtidos dos animais dos grupos cirurgia ficticia sedentérios (SOs) e treinados
(SOt) e insuficientes cardiacos pos-infarto do miocardio sedentarios (1Cs) e treinados (ICt) ap6s 8 semanas de treinamento fisico combinado

SOs (28) SOt (37) ICs (22) ICt (20)
Area de IM (%) - - 34,95 + 0,97 34,07 £0,74
Peso Corporal (g) 477,4 +£10,61 471,0 £ 9,54 458,0 £ 25,11 458,7 + 11,80
Tibia (mm) 41,89 + 0,20 41,68 £0,17 41,73 +0,40 41,74 £ 0,27
Pulma&o/ tibia (mg/mm) 46,06 £ 1,7 47,26 £ 1,86 90,20 + 4,48* 85,72 + 3,55*
VD/tibia (mg/mm) 534+0,14 531+0,16 12,69 + 0,83* 11,26 £ 0,63*
VE/ tibia (mg/mm) 19,24 + 0,40 19,51 + 0,40 19,55 + 0,61 19,61 + 0,41

Abreviages: VD: peso do ventriculo direito; VE: peso do ventriculo esquerdo com o septo; Pulméo: peso do pulmdo. O nimero de animais utilizados em cada grupo encontra-se entre

paréntesis. Resultados sdo expressos como média + EPM. ANOVA duas vias, p<0,05; *vs. SO.
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4.2.3. Avaliagdo da reatividade vascular e do efeito anticontratil do PVAT da
aorta toracica e abdominal de ratos com insuficiéncia cardiaca submetidos
ao treinamento combinado

Experimentos de reatividade vascular em resposta ao KCI foram realizados
em anéis da aorta toracica e abdominal. O aumento da concentracdo extracelular de KCI
induziu contracdo nos anéis de ambas as artérias, em todos os grupos e nas diferentes
condicGes experimentais (Tabela 9). A resposta maxima produzida pelo KCI foi de maior
magnitude na aorta abdominal, quando comparada a aorta toracica dos animais SO;
contudo, numa mesma artéria ndo foram observadas diferencas significativas nem entre
0S grupos nem entre a presenca ou auséncia do endotélio e/ou do PVAT (Tabela 9).

Posteriormente, foram realizados os experimentos de reatividade vascular em
resposta a fenilefrina, a qual promoveu contracdo dependente da concentragdo em ambas
as artérias e nas diferentes condi¢bes experimentais (Figura 12). De forma similar ao dado
obtido na contracdo induzida pelo KCI, os anéis da aorta abdominal, em ambas as
condicGes (E+/PVAT _e E+/PVATH), apresentaram maior resposta contrétil a fenilefrina
quando comparados aos anéis ha mesma condicao da aorta torécica (Figura 12 e Tabela
10).

Como ja descrito na primeira parte deste trabalho, a resposta contréatil a
fenilefrina foi de maior magnitude nos anéis E+/PVAT- de aorta toracica dos animais ICs
quando comparada a observada nos anéis dos SOs, como pode ser visto pela comparagao
da Rmax a fenilefrina (Figura 12 A e Tabela 10). Além disso, o protocolo de treinamento
fisico combinado nédo foi capaz de alterar a contracdo mediada pela fenilefrina nos anéis
com endotélio intacto de aorta toracica nem nos animais SO, nem com IC (Figura 12 A e
Tabela 10).

Tal qual foi demonstrado anteriormente, 0 PVAT da aorta toracica promoveu
reducdo da resposta contratil (Rmax e pD2) nos anéis com endotélio dos animais SOs
(Figura 12 B e Tabela 10), contudo o efeito anticontratil do PVAT foi abolido nos anéis
da aorta torécica dos animais com ICs (Figura 12 B e Tabela 10). Os anéis dos ICt na
presenca do PVAT (E+/PVAT+) apresentaram reducdo da Rmax, quando comparados
aos anéis dos ICs; ja os aneis dos animais SOt a resposta contatil foi de magnitude similar
aos anéis do SOs (Figura 12 B e Tabela 10). O protocolo de treinamento combinado
reduziu parcialmente, mas ndo restaurou o prejuizo na funcdo anticontratil do PVAT
observado nos animais com IC, reducgéo essa observada tanto na Rmax quanto na pD2
(Figura 12 B e Tabela 10).
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Na aorta abdominal, a IC promoveu aumento apenas da pD2 nos anéis
E+/PVAT-, quando comparada aos SOs (Figura 12 C e Tabela 10). De forma interessante,
o treinamento combinado foi capaz de restaurar esse dano vascular, reduzindo a resposta
contratil nos anéis dos animais ICt (Figura 12 C e Tabela 10). Por outro lado, nos anéis
dos animais SOt o treinamento combinado néo alterarou a resposta contratil a fenilefrina,
quando comparado aos SOs em nenhuma das condi¢bes (Figura 12 C e Tabela 10).
Diferente do que observamos na aorta toracica, na aorta abdominal a presenca do PVAT
ndo reduziu resposta contratil a fenilefrina em nenhum dos grupos, quando comparados
o0s anéis E+/PVAT- com os E+/PVAT+ (comparar Figuras 12 C e D e Tabela 10).
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Tabela 9 — Contracédo ao KCI. Valores de resposta méaxima obtidos nos anéis da aorta tordcica e abdominal dos animais dos grupos cirurgia
ficticia sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes cardiacos pos-IM sedentarios (ICs) e treinados (ICt) apds 8 semanas de treinamento

fisico combinado

TORACICA ABDOMINAL
Artéria/condi¢ao

SOs SOt ICs ICt SOs SOt ICs ICt
E+/PVAT- 848+ 044 882+024 956+055 877043} 982+0,36¢ 10,23+0,56 11,73+123 9,68 + 0,45
(mN/mm) (17) (17) (11) 9) (20) (16) (11) 9)
E+/PVAT+ 830+039 893+030 9,02+032 892+0,58%10,62+037¢ 11,54+0,75 1024+0,59 9,64+ 0,46
(mN/mm) (18) (19) (12) (10) (18) (17) (11) (10)
E-/PVAT- 8,56+023 838+042 10,44+0,53 8,71+0,56} 10,87 +0,29¢ 10,21+0,30 11,00+0,57 10,68 + 0,80
(mN/mm) (11) (11) ) (8) (14) (11) ) )
E-/PVAT+ 8,78+ 0,56 8,62+048  955+0,52 8,63+0,53}10,02+0,34¢ 991+0,76 11,81 £ 1,62 10,64 + 0,40
(mN/mm) (15) (15) (11) (8) (12) (12) ) )

Resultados s&o expressos como média + EPM. ANOVA uma via, p<0,05; @vs. torécica.
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Figura 12. Curvas concentracao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica (A e B) e abdominal (C e
D) com endotélio (E+), na presenca (PVAT+) e na auséncia do tecido adiposo perivascular (PVAT-)
provenientes de animais dos grupos cirurgia ficticia sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes
cardiacos pds-IM sedentarios (ICs) e treinados (ICt) ap6s 8 semanas de treinamento fisico combinado. Os
resultados sdo expressos como média £ EPM. O nimero de animais utilizados em cada experimento (n)
esta entre parénteses. As diferengas estatisticas foram determinadas pela ANOVA duas vias p<0,05.
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Tabela 10. Resposta méxima e pD2. Valores de resposta maxima e pD2 obtidos nos anéis da aorta toracica e abdominal dos animais dos grupos
cirurgia ficticia sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes cardiacos pos-infarto do miocardio sedentarios (ICs) e treinados (ICt) apos 8
semanas de treinamento fisico combinado.

. - TORACIDA ABDOMINAL
Condic¢ao/grupo
SOs SOt ICs ICt SOs SOt ICs ICt
= 6,00+£0,15 637+0,17 841+045* 833+0,51* | 13,71+0,259 13,20+0,25® 14,28+0,23® 12,18 + 0,25*%@
v E+/PVAT-
s E (14 (17) (8) (8) (20) (19) (15) (8)
E % E+/PVAT 3,69+0,32®° 4,19+0,16° 8,67 +0,41* 6,65+0,42*° ! 1347+0,29© 13,03+0,18¢ 13,92+0,28® 11,90 +0,17*@
= + (15) (18) (8) (10) (20) (21) (14) (7)
F+/PVAT- 6,80+0,06 6,75+0,09 6,98 + 0,08 7,02 £0,03 6,75+ 0,12 6,95+ 0,13 7,27 £ 0,09* 7,55+ 0,10*
2 (14) (17) (8) (8) (19) (19) (15) (8)
2. E+/PVAT 6,08+0,10° 6,32+0,11* 6,59 +0,07** 6,74+ 0,11* 6,87 £ 0,09 7,09 +0,11 7,30 £ 0,10* 7,46 +0,08*
+ (15) (18) (8) (10) (18) (21) (14) (7)

Resultados sdo expressos como média + EPM. ANOVA uma via, p<0,05; *vs. SO; ®vs. E+/PVAT-, ®vs. E-/PVAT-, @vs. Aorta toracica.
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Na figura 13 nota-se que o peso do PVAT da aorta tordcica ndo foi modificado
pela ICs quando comparado ao SOs, contudo o treinamento combinado promoveu
reducdo de 21% e 33% no PVAT dos animais SOt e ICt, respectivamente (Figura 13 A).
Adicionalmente, a expressédo génica da UCP-1 encontrava-se reduzida no PVAT da aorta
torécica dos ICs quando comparados aos SOs, e o treinamento combinado aumentou-a no
grupo ICt (Figura 13 C).

Em contrapartida, na aorta abdominal ndo houve diferencas significativas
entre 0 peso do PVAT entre os grupos (Figura 13 B), dado esse que corrobora com 0s
dados funcionais apresentados acima (Figura 12 C e D e Tabela 10).

A partir dessas informacdes, os dados de aorta toracica e abdominal serdo
apresentados separadamente, visto que na aorta toracica foram investigados os efeitos
observados no PVAT, ja na aorta abdominal, na qual o PVAT ndo apresentava resposta
significativa, foi avaliada a funcéo endotelial.
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Figura 13. Peso do PVAT da aorta toracica (A) e abdominal (B) e expressdo génica da UCP-1 no PVAT
da aorta torécica (C) dos animais dos grupos cirurgia ficticia sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e
insuficientes cardiacos pés-infarto do miocardio sedentérios (ICs) e treinados (ICt) apds 8 semanas de
treinamento fisico combinado. Os resultados sdo expressos como média £+ EPM. O peso do PVAT foi
normalizado pelo comprimento do anel da respectiva artéria e apresentado em g/mm, ja os valores de
expressdo génica sdo expressos como variagdo em relagdo aos valores obtidos nos animais SOs. O nimero
de animais utilizado encontra-se no interior das barras. As diferencas estatisticas foram determinadas pela
ANOVA duas vias, p<0,05; *vs. SO; #vs. ICs.
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4.2.4. Avaliagdo do efeito anticontratil do PVAT da aorta torécica de ratos
com insuficiéncia cardiaca submetidos ao treinamento combinado

Sabendo das altera¢des funcionais do PVAT da aorta toracica descritas acima,
buscou-se avaliar a expressao de marcadores de diferentes tipos de tecido adiposo a fim
de entender se a IC e o treinamento combinado estariam modificando a qualidade desse
tecido.

Como pode ser observada na Figura 14, a expressao génica do marcador para
0 tecido adiposo marrom, a PRDM-16 (Figura 14 A) e a expresséo génica do marcador
para o tecido adiposo bege, 0 EPSTI-1 (Figura 14 B), foram reduzidas no PVAT da porc¢éo
toracica da aorta dos animais ICs quando comparadas as observadas no PVAT dos
animais SOs. Por outro lado, a expressdo génica para o marcador de tecido adiposo
branco, o TCF-21, foi aumentada no PVAT da porgdo toracica da aorta dos animais ICs
quando comparada a observada nos animais SOs (Figura 14 C). O treinamento
combinado ndo modificou a expressdo desses marcadores (PRDM-16, EPSTI-1 e TCF-
21) no PVAT dos SOt quando comparado ao PVAT dos SOs (Figura 14) . JaA no PVAT
dos animais ICt houve um aumento na expressdo génica do PRDM-16 e do EPSTI-1 e
reducdo do TCF-21 (Figura 14).
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Figura 14. Expressdo génica de marcadores de tecido adiposos marrom (PRDM-16; A), bege (ESPSTI-1;
B) e branco (TCF-21; C) detectados no PVAT da aorta torcica dos animais dos grupos cirurgia ficticia
sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes cardiacos pos-infarto do miocardio sedentarios (ICs) e
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treinados (ICt) ap6s 8 semanas de treinamento fisico combinado. Os resultados sdo expressos como média
+ EPM da variacdo em relagdo aos valores obtidos nos animais SOs. O nimero de animais utilizado
encontra-se na figura. As diferengas estatisticas foram determinadas pela ANOVA duas vias, p<0,05; *vs.
SO; #vs. ICs.

Como demonstrado na figura 2 (subprojeto 1), a IC promoveu tanto a
disfuncéo endotelial quanto do PVAT. A fim de entender melhor essas respostas e o efeito
do treinamento combinado, curvas concentracdes respostas a fenilefrina foram obtidas
em anéis com e sem endotélio na presenca e na auséncia do PVAT.

Quando o PVAT foi mantido nos anéis com endotélio funcional (E+),
observou-se reducdo significativa da Rmax e da pD2 a fenilefrina nos anéis dos animais
SOs (Figura 15 A e Tabela 11), e o treinamento combinado ndo modificou essa resposta
(Figura 15 B e Tabela 11). Todavia, quando o PVAT foi mantido nos anéis dos animais
com ICs, apenas uma pequena reducdo na pD2 foi observada (Figura 15 C e Tabela 11).
Nos anéis da aorta toracica E+/PVAT+ dos animais ICt houve uma reducdo da Rmax
quando comparados aos anéis dos ICs (Figura C e D e Tabela 11), contudo o treinamento
combinado nao alterou as demais condic@es dos anéis dos ICt (E+/PVAT-; E-/PVAT+ e
E-/PVAT-) quando comparados aos anéis dos ICs (Figura G,H,K e L e Tabela 11). Apesar
dessa melhora, os anéis da aorta tordcica dos animais ICt ainda apresentavam prejuizo na
funcdo endotelial tanto na Rmax quanto na pD2 quando comparados aos animais SOs
(comparar Figuras 15 E e H).

Nos aneis sem PVAT, quando o endotélio foi removido, houve aumento da
resposta contrétil a fenilefrina em todos os grupos (Figuras 15 E, F, G e H), contudo esse
aumento foi de maior magnitude nos animais SOs (94%) e SOt (71,4%), quando
comparado aos animais ICs (38%) e ICt (34%) (Tabela 11). Além disso, o protocolo de
treinamento combinado (Figura 15 D) ndo modificou o0 aumento da resposta contratil a
fenilefrina nem nos anéis dos animais SOt (Figura 15 F) nem nos anéis dos ICt (Figura
15 H).

Posteriormente, avaliou-se a funcdo anticontratil do PVAT na auséncia do
endotélio (E-/PVAT+). O PVAT reduziu a resposta contratil a fenilefrina nos anéis sem
endotélio em todos os grupos (Figuras 15 I, J, K e L). Porém, apenas os anéis dos animais
SOs apresentaram reducdo signativa da resposta maxima e a pD2 (Tabela 11).
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Figura 15. Curvas concentracao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica dos animais dos grupos
cirurgia ficticia sedentarios (SOs; A, E e 1) e treinados (SOt; B, G e J) e insuficientes cardiacos pos-infarto
do miocardio sedentérios (ICs; C, G e K) e treinados (ICt; D, H e L) apds 8 semanas de treinamento fisico
combinado, com (E+) e sem (E-) endotélio, na presenga (PVAT+) e na auséncia do tecido adiposo
perivascular (PVAT-). Os resultados sdo expressos como média =+ EPM. O nimero de animais utilizados
em cada experimento (n) esta entre parénteses. As diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA
duas vias p<0,05.

O inibidor néo seletivo da sintese de NO (L-NAME) foi utilizado para avaliar
a influéncia nitrérgica na modulacdo do PVAT e no prejuizo observado nos anéis dos
animais com IC.

O L-NAME aumentou a resposta contratil a fenilefrina em todos os grupos e
em todas as condic¢des (E+/PVAT-; E+/PVAT+ e E-/PVAT+) (Figura 16). Contudo, esse
aumento da resposta contratil a fenilefrina promovido pelo L-NAME, nos anéis
E+/PVAT-, foi superior nos anéis dos animais SOs (95%) e SOt (82%) quando
comparado aos anéis dos animais ICs (41%) e ICt (30%) (Figuras 16 A, B, C e D e Tabela
11).

Nos anéis E+/PVAT+ a presenga do L-NAME promoveu aumento superior

da resposta contratil a fenilefrina, quando comparado a condi¢cdo E+/PVAT- nos anéis
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dos animais SOs (203%) e SOt (193%) (comparar Figuras 16 A e B com 16 E e F).
Adicionalmente a isso, a resposta nitrérgica estava prejudicada nos anéis E+/PVAT+ dos
animais ICs (24%) quando comparada aos anéis SOs (Figura 16 G e E e Tabela 11) e
apresentou melhora nos anéis dos animais IC que foram submetidos ao protocolo de
treinamento combinado (75%) (Figura 16 H e Tabela 11).

Os anéis E-/PVAT- ndo apresentaram nenhuma alteragdo significativa na
resposta contréatl a fenilefrina entre a auséncia e a presenca do L-NAME, em nenhum dos
grupos ou condicBes (Figura 17 A, B, C e D e Tabela 11). Nos anéis E-/PVAT+ o L-
NAME aumentou a resposta contratil a fenilefrina nos anéis dos animais SOs e SOt
(aumentando a Rmax, sem alterar a pD2) (Figura 17 E e F e Tabela 11), entretanto, nos
anéis dos animais ICs esse efeito foi abolido (Figura 17 E e F e Tabela 11). Nos anéis dos
animais ICt o L-NAME aumentou a resposta contratil a fenilefrina, contudo essa

diferenga ndo foi significa nem na Rmas nem na pD2 (Figura 17 E e F e Tabela 11).
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Figura 16. Curvas concentragcdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica dos animais dos grupos cirurgia ficticia sedentarios (SOs; A e E) e treinados (SOt; Be F) e
insuficientes cardiacos pds-infarto do miocérdio sedentarios (ICs; C e G) e treinados (ICt D e H) ap6s 8 semanas de treinamento fisico combinado, com (E+) endotélio, na
presenca (PVAT+; A, B, C e D) e na auséncia do tecido adiposo perivascular (PVAT-; E, F, G e H), em anéis com ou sem o inibidor ndo seletivo da sintase de 6xido nitrico (L-
NAME, 100uM). Os resultados séo expressos como média + EPM. O nimero de animais utilizados em cada experimento (n) esta entre parénteses. As diferencas estatisticas

foram determinadas pela ANOVA duas vias p<0,05.
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Figura 17. Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica dos animais dos grupos cirurgia ficticia sedentarios (SOs; A e E) e treinados (SOt; Be F) e
insuficientes cardiacos pés-infarto do miocardio sedentarios (ICs; C e G) e treinados (ICt D e H) ap6s 8 semanas de treinamento fisico combinado, sem (E-) endotélio, na
auséncia (PVAT-; A, B, C e D) e na presenca do tecido adiposo perivascular (PVAT+; E, F, G e H), provenientes de animais SOs (Ae E), SOt (B e F),ICs(CeG)elICt(De
H) em anéis com ou sem o inibidor ndo seletivo da sintese de oxido nitrico (L-NAME, 100uM). Os resultados sdo expressos como média £ EPM. O nimero de animais utilizados
em cada experimento (n) esté entre parénteses. As diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA duas vias p<0,05.
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Tabela 11. Resposta méaxima e pD2. Valores de resposta maxima e pD2 obtidos nos anéis da aorta toracica dos animais dos grupos cirurgia
ficticia sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes cardiacos pos-infarto do miocardio sedentarios (ICs) e treinados (ICt) apds 8 semanas
de treinamento fisico combinado, na auséncia e na presenca do inibidor ndo seletivo da sintase de 6xido nitrico (L-NAME),

Condicio/arupo CONTROLE COM L-NAME
gaoigrup SOs SOt ICs ICt | SOs SOt ICs ICt
E+/PVAT _ 6,00+0,15 6,37+0,17 8,41+0,45* 8,33+0,51* {11,74+0,19% 11,63 +0,16 11,90 + 0,39% 10,87 + 0,16%
(14) (17) (8) (8) (6) (7) (5) (4)
= E+/PVAT+ 369+0,32° 4,19+0,16° 8,67 +0,41* 6,65+ 0,42%%*111,21 + 0,25% 12,29 + 0,402 10,80 + 0,26% 11,63 + 0,31
g £ (15) (18) (8) (10) (6) (7) (5) (5)
o % E./PVAT- 11,65 +0,23® 10,92 +0,25® 11,64+0,51® 11,19+0,11°! 11,35+0,25 10,70+0,22 11,43+0,30 11,65+ 0,38
=~ (7) (7) (5) (5) (6) (6) (5) (4)
E./PVAT+ 10,08 +0,15® 992+035 997+038 9,61+0,24 !11,70+0,25% 11,99+ 0,162 10,08+0,09 10,83 + 0,30
(7) (7) (5) (5) , (6) (8) (4) (4)
E+pyaT.  0:80%006 675£009 698+008 702003 :758+015% 7,51+015%7 7.85£0,08% 8,220,077
(14) (17) (8) (8) i (6) (7) (5) (4)
E+pyaTs  0:08% 0,10° 6,32+0,11° 6,59 +0,07*® 6,74+0,11* | 6,79+0,112 6,99 +0,12% 7,39+0,047 7,66+ 0,082
o (15) (18) (8) (10) i (6) (7) (5) (4)
e E/PVAT- 799+0,11° 7,89+0,10° 7,49 +0,06** 8,19 + 0,05"® 8,214+005 78+0,11 8,02+0,06 8,07+0,10
(7) (7) (5) (5) ; (6) (6) (5) (4)
E-/PVAT+ 720+0,09" 755+009 7,49+0,06 7,86+0,04* 736+005 7,62+0,10 7,74+0,13 7,94+0,10

(7) (7) (%) (4) | (6) (8) (4) (4)

Resultados sdo expressos como média + EPM. ANOVA uma via, p<0,05; *vs. SO; #vs. ICs; ®vs. E+/PVAT-, "vs. E-/PVAT-, %vs. respectiva condi¢do na auséncia do inibidor.
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Indo de encontro com os resultados funcionais, a expressao proteica da eNOS
na aorta toracica dos animais ICs estava aumentada quando comparada aos SOs (Figura
18 A), e o treinamento combinado foi capaz de reverter esse aumento nos animais ICt
para o nivel observado no SOs (Figura 18 A). Por outro lado, a expressao proteica da
eNOS ndo estava alterada no PVAT dos animais ICs; porém, o treinamento combinado
aumentou a expressao dessa proteina no PVAT dos animais ICt, aumento esse superior
aos valores obtidos no PVAT dos SOs (Figura 18 B). A expressdo da AMPKal/2 estava
reduzida no PVAT dos ICs quando comparada aos SOs e mais uma vez o treinamento
combinado foi habil em reverter esse prejuizo (Figura 18 C). O treinamento combinado
ndo promoveu nenhuma alteragdo na expressdo proteica da eNOS na aorta toracica e no
PVAT e da AMPK al1/2 dos animais SOt quando comparados aos seus respectivos SOs
(Figuras 18 A, B e C).
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Figura 18. Expressdo proteica da eNOS (A) na aorta toracica, e da eNOS (B) e da AMPKal/2 (C) no
PVAT dos animais dos grupos cirurgia ficticia sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes cardiacos
pos-infarto do miocérdio sedentarios (ICs) e treinados (ICt) apés 8 semanas de treinamento fisico
combinado. A expressdo proteica foi normalizada para o conteudo de a-actina em cada amostra da aorta
torécica e pelo Pounceau para cada amostra de PVAT. Os painéis acima das figuras mostram os blots tipicos
para cada proteina avaliada. Os resultados sdo expressos como média + EPM da variacdo em relacdo aos
valores obtidos nos animais SOs. O nimero de animais utilizado encontra-se no interior das barras. As
diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA duas vias, p<0,05; *vs. SO; #vs. ICs.
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A expressdo génica do receptor p3-adrenérgico (B3-AR) estava reduzida no
PVAT dos animais com ICs quando comparados aos SOs (Figura 19 A), e o treinamento
combinado ndo modificou significativamente essa varidvel nem nos SOt nem nos ICt
(Figura 19 A). Indo de encontro aos dados da expressao proteica, a expressao génica da
eNOS estava reduzida no PVAT dos animais ICs e o treinamento combinado aumentou
a expressdo génica dessa enzima (Figura 19 B). O treinamento combinado ndo foi efetivo

em alterar a expressao génica da eNOS no PVAT dos animais SOt (Figuras 19 B).

A 1.5 B 1.5
£ B
< <
Z zZ
L 10 T & 0] —
FI| —
N .
[04 'E #
o o
é 0.5 T 0.5
[%2)
< @] *
2 2
@ 0
0.0 8 7 0.0 9
SOs SOt ICs ICt SOs SOt ICs ICt

Figura 19. Expressdo génica do receptor B3 adrenérgico (A) e da eNOS (B) no PVAT da aorta tordcica dos
animais dos grupos cirurgia ficticia sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes cardiacos pos-
infarto do miocérdio sedentérios (I1Cs) e treinados (ICt) ap6s 8 semanas de treinamento fisico combinado.
O gene HPRT-1 foi utilizado como controle enddgeno para a normalizagdo dos dados. Os resultados séo
expressos como média + EPM da variacdo em relagdo aos valores obtidos nos animais SOs. O nimero de
animais utilizado encontra-se no interior das barras. As diferencas estatisticas foram determinadas pela
ANOVA duas vias, p<0,05; *vs. SO; #vs. ICs.

Como observado na Figura 20, a concentracdo de adiponectina no PVAT dos
animais ICs estava reduzida quando comparada aos SOs. Além disso, o treinamento
combinado aumentou a concentracdo de adiponectina no PVAT do ICt sem modificar a
mesma no SOt (Figura 20).
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Figura 20. Concentracéo de adiponectina no PVAT da aorta toracica dos animais dos grupos cirurgia
ficticia sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes cardiacos pds-infarto do miocardio sedentarios
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(ICs) e treinados (ICt) apds 8 semanas de treinamento fisico combinado. Os resultados séo expressos como
média £ EPM. O nimero de animais utilizado encontra-se no interior das barras. As diferengas estatisticas
foram determinadas pela ANOVA duas vias, p<0,05; *vs. SO; #vs. ICs.

Por fim, avaliou-se a expressdo génica de alguns marcadores relacionados a
inflamacdo no PVAT da aorta toracica. A expressdo génica dos marcadores pro-
inflamatdrios 1L-6 (Figura 21 A), TNF-a (Figura 21 B) e MCP-1 (Figura 21 C) estavam
aumentadas no PVAT dos animais ICs quando comparado aos animais SOs, e 0
treinamento combinado foi capaz de reverter esse aumento no PVAT dos ICt (Figura 21
A, B e C). De forma contraria se comportou a citocina anti-inflamatoria IL-10, visto que
no PVAT dos animais ICs observou-se reducéo significativa da sua expressdo génica e o
treinamento combinado foi habil em reverter esse prejuizo nos animais ICt (Figura 21 D).
O protocolo de treinamento combinado utilizado no presente trabalho ndo modificou a
expressdo génica de nenhum dos marcadores inflamatorios avaliados no PV A dos animais
SOt (Figura 21 A,BeC).

A 81 B 31 *
E &
< z
@ & -
= =
! =
ke o #
o
o I 1] —=
< 3
©@ i
= =z
- et
% K
SOs SOt ICs ICt
C 2s- D 2o-
£ 0 ¥ g
Z AV -
g 2 15
< 1.5 =
. E 1.0] ——
o 1 T o
T 1.0 o
< T
— ~
d 05- S 05
O _|
= 00110 22223 00110 7
SOs SOt ICs ICt SOs SOt ICs ICt

Figura 21. Expressdo génica da interleucina-6 (IL-6; A), do fator de necroso tumoram-a (TNF-a; B),
proteina quimiotéatica de mondcitos-1 (MCP-1; C) e da interleucina-10 (IL-10; D) no PVAT da aorta
toracica dos animais dos grupos cirurgia ficticia sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes
cardiacos pés-infarto do miocardio sedentarios (ICs) e treinados (ICt) ap6s 8 semanas de treinamento fisico
combinado. O gene HPRT-1 foi utilizado como controle endégeno para a normalizacdo dos dados. Os
resultados sdo expressos como média + EPM da variagdo em relacdo aos valores obtidos nos animais SOs.
O numero de animais utilizado encontra-se no interior das barras. As diferencas estatisticas foram
determinadas pela ANOVA duas vias, p<0,05; *vs. SO; #vs. ICs.
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4.2.5. Avaliacdo da reatividade vascular da aorta abdominal de ratos com
insuficiéncia cardiaca submetidos ao treinamento combinado

Corroborando com os dados iniciais, em que o PVAT da aorta abdominal ndo
apresentava o efeito anticontratil e a massa desse tecido ndo estava alterada nem pela IC
nem pelo treinamento combinado (Figura 12 D e 13 B), observou-se que nenhuma das
duas intervengdes foi capaz de modificar a expressdo génica dos marcadores de tecido
adiposo marrom, PRDM-16 (Figura 22 A), e do marcador de tecido adiposo branco, TCF-
21 (Figura 22 C).

Por outro lado, quando analisada a expressdo génica do marcador do tecido
adiposo bege, EPSTI-1 (Figura 22 B), houve uma reducdo dessa no PVAT da aorta
abdominal do ICs quando comparada aos SOs, todavia essa reducdo ndo foi
estatisticamente significativa. Ja o treinamento combinado foi eficiente em reverter a
reducéo da expressdo do EPSTI-1 no PVAT dos ICt (Figura 22 B).
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Figura 22. Expressdo génica de marcadores de tecido adiposos marrom (PRDM-16; A), bege (ESPSTI-1;
B) e branco (TCF-21; C) detectados no PVAT da aorta abdominal dos animais dos grupos cirurgia ficticia
sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes cardiacos pés-infarto do miocardio sedentarios (ICs) e
treinados (ICt) ap6s 8 semanas de treinamento fisico combinado. Os resultados sdo expressos como média
+ EPM da variacdo em relacdo aos valores obtidos nos animais SOs. O nlmero de animais utilizado
encontra-se no interior das barras. As diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA duas vias,
p<0,05; *vs. SO; #vs. ICs.
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A partir dos dados que demonstraram a auséncia do efeito anticontratil no
PVAT da aorta abdominal, o presente estudo enfatizou o estudo da fungé@o endotelial
sobre a resposta contrdil a fenilefrina dessa artéria. Dessa forma, todos os demais
experimentos foram realizados na auséncia do PVAT.

Como se observa na Figura 23, a fenilefrina foi habil em promover contracéo
dependente de concentracdo em todos os grupos e condi¢Ges. Quando o endotélio foi
removido houve aumento da resposta contréatil a fenilefrina em todos os grupos (Figura
23). Entretanto, na andlise da Rmax e da pD2, a remocdo do endotélio foi capaz de
aumentar apenas a pD2 nos aneis de aorta abdominal dos SOs e SOt, sem nenhuma
diferenga nos anéis dos animais ICs (Tabela 12). De forma bastante interessante, o
treinamento combinado foi capaz de reverter a habilidade do endotélio em reduzir a
contracdo a fenilefrina nos anéis dos animais ICt (Figura 23 D). Essa melhora promovida
pelo treinamento combinado nos anéis dos animais IC é reforgada pela diferenca
significativa na Rmax entre os anéis E+/PVAT- e E-/PVAT- (Tabela 12).
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Figura 23. Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica dos animais dos grupos
cirurgia ficticia sedentarios (SOs; A) e treinados (SOt; B) e insuficientes cardiacos pés-infarto do miocérdio
sedentérios (ICs; C) e treinados (ICt D) apds 8 semanas de treinamento fisico combinado,com e sem (E-) e
com endotélio (E-) na auséncia do PVAT. Os resultados séo expressos como média + EPM. O nimero de
animais utilizados em cada experimento (n) est4 entre parénteses. As diferencas estatisticas foram
determinadas pela ANOVA duas vias p<0,05.

A fim de avaliar a modulacéo nitrérgica na resposta vasoconstritora mediada
pela fenilefrina na aorta abdominal, curvas concentracdo resposta foram realizadas na
presenca do L-NAME.

Na presenca do L-NAME, houve aumento da contragdo a fenilefrina em todos
aos anéis E+/PVAT- (Figura 24 A, B, C e D). Contudo, os anéis da aorta abdominal dos
animais 1Cs ndo apresentaram diferencas significativas nem na Rmax nem na pD2, entre

a condicdo com e sem L-NAME (Figura 24 C e Tabela 12). Nos anéis da aorta abdominal
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dos animais ICt, o L-NAME aumentou a resposta contratil & fenilefrina nos anéis
E+/PVAT-, quando comparados aos anéis dos ICs (Figura 24 D e Tabela 12).
A presenca do L-NAME, nos anéis E-/PVAT-, ndo alterou a resposta contratil

a fenilefrina (Rmax e pD2) em nenhum dos grupos (Figuras 24 E, F, G e H e Tabela 12).
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Figura 24. Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta abdominal sem (E-) e com (E+) endotélio e na auséncia do tecido adiposo perivascular (PVAT-),
provenientes de animais SOs (A e E), SOt (B e F), ICs (C e G) e ICt (D e H) em anéis com ou sem o inibidor ndo seletivo da sintese de oxido nitrico (L-NAME, 100uM). Os
resultados sdo expressos como média £ EPM. O nimero de animais utilizados em cada experimento (n) esta entre parénteses. As diferencas estatisticas foram determinadas pela
ANOVA duas vias p<0,05.
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Tabela 12. Resposta méxima e pD2. Valores de resposta méxima e pD2 obtidos nos anéis da aorta abdominal, dos animais dos grupos cirurgia
ficticia sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes cardiacos pos-infarto do miocardio sedentarios (ICs) e treinados (ICt) apds 8 semanas

de treinamento fisico combinado, com (E+/PVAT-) e sem endotélio (E-/PVAT-) na auséncia e na presenca do inibidor ndo seletivo da sintase de
oxido nitrico (L-NAME)

Condicéo/grupo CONTROLE COM L-NAME
SOs SOt ICs ICt SOs SOt ICs ICt
13,710,225 13,20+0,25 14,28+0,23 12,18 +0,25** 115,08 +0,13% 14,87 +0,37¢ 1502+0,56 15,04 +0,43%
- E+/PVAT-
x E (20) (19) (15) (@) (6) (7) () (4)
E % 14,18+0,19 14,23+0,17 1425+0,20 14,17+0,43° | 1412+0,16 14,06+0,21 14,29+0,15 14,13+0,42
" E-/PVAT-
(12) (6) (14) (4) (7) (7) () (4)
6,75+0,11 6,95+0,12 7,27 +0,08 755+0,09 {757+0,11¢% 738+005 7,65+0,08 7,53+0,12
E+/PVAT-
~ (20) (19) (15) (@) (6) (7) (5) (4)
a)
o 7,74 £0,10* 7,99+0,07* 7,82+0,10 7,80 £ 0,15 760+005 766+006 757+012 7,44+0,05
E-/PVAT-
(12) (6) (14) (4) (7) (7) () (4)

Resultados sdo expressos como média + EPM. ANOVA uma via, p<0,05; *vs. SO; #vs. ICs; ®vs. E+/PVAT-; “vs. respectiva condicdo na auséncia do inibidor.
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A IC aumentou a expressdo da eNOS na aorta abdominal dos ICs quando
comparada aos SOs (Figura 25). O treinamento combinado reduziu parcialmente a
expressao proteica da eNOS na aorta abdominal dos ICt quando comparada aos ICs, sem
modificar-se nos SO (Figura 25). Por outro lado, a expressdo da eNOS na aorta abdominal

dos SOt néo foi alterada pelo treinamento combinado quando comparado aos SOs.
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Figura 25. Expresséo proteica da eNOS na aorta abdominal dos animais dos grupos cirurgia ficticia
sedentérios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes cardiacos pés-infarto do miocardio sedentarios (ICs) e
treinados (ICt) ap6s 8 semanas de treinamento fisico combinado. A expresséo proteica foi normalizada para
o contetdo de a-actina em cada amostra da aorta abdominal. O painel acima da figura mostra o blot tipico
para proteina avaliada. Os resultados sdo expressos como média =+ EPM. O nimero de animais utilizado
encontra-se no interior das barras. As diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA duas vias,
p<0,05; *vs. SO; #vs. ICs.

Por fim, avaliou-se a expressao génica dos marcadores inflamatérios no
PVAT da aorta abdominal.

A Figura 26 A mostra 0 aumento na expressdo génica da interleucina-6 no
PVAT da aorta abdominal dos animais ICs quando comparado aos SOs, sem alteragoes
siginificativas promovidas pelo treinamento combinado. Nenhuma alteracdo significativa
foi observada na expressdo génica do TNF-a (Figura 26 B) e da MCP-1 (Figura 26 C),
nem promovida pela IC nem pelo protocolo de treinamento.

Quando se avaliou a interleucina-10, observou-se que a IC ndo alterou a
expressao génica dessa citocina no PVAT da aorta abdominal quando comparado aos SOs
(Figura 26 D). Entretanto, de forma interessante, o treinamento combinado foi capaz de
aumentar a expressdo génica dessa citocina anti-inflamatéria tanto no grupo SOt quanto
no ICt (Figura 26 D).
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Figura 26. Expressdo génica da interleucina-6 (IL-6; A), do fator de necroso tumoram-a (TNF-o; B),
proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1; C) e da interleucina-10 (IL-10; D) no PVAT da aorta
abdominal dos animais dos grupos cirurgia ficticia sedentarios (SOs) e treinados (SOt) e insuficientes
cardiacos pos-infarto do miocardio sedentarios (ICs) e treinados (ICt) apds 8 semanas de treinamento fisico
combinado. O gene HPRT-1 foi utilizado como controle enddgeno para a normalizacdo dos dados. Os
resultados séo expressos como média + EPM da varia¢do em relagdo aos valores obtidos nos animais SOs.
O numero de animais utilizado encontra-se no interior das barras. As diferengas estatisticas foram
determinadas pela ANOVA duas vias, p<0,05; *vs. SO; vs. ICs.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo trazem duas informagdes importantes: 1)
demonstrou-se pela primeira vez que o efeito anticontratil do PVAT da aorta toracica esta
prejudicado em rato com IC e que o SRAA esta envolvido nesse prejuizo e 2) o
treinamento combinado foi capaz de reverter parcialmente o prejuizo na funcao
anticontratil do PVAT da aorta toracica e prejuizo da fungdo endotelial causado pela IC
na aorta abdominal.

A discussdo do presente estudo, assim como a apresentacao dos resultados,

sera dividida a partir dos dois objetivos principais do trabalho.

5.1. Avaliacao do sistema renina angiotensina no prejuizo do afeito anticontratil
do PVAT da aorta toracica dos ratos com IC

Apdbs 12 semanas da cirurgia de inducédo do infarto do miocardio, os animais
apresentaram danos funcionais ao coragdo, como aumento da PDfVE e redugéo da dP/dt+
e dP/dt-, além da hipertrofia do ventriculo direito e congestdo pulmonar. Esses resultados,
em conjunto, corroboram com a presenca da disfuncéo ventricular caracteristica da IC ja
demonstrada por estudos anteriores utilizando o mesmo modelo experimental (COUTO
et al., 2018; COUTO et al., 2015; MILL et al., 1990; PFEFFER et al., 1979). Além das
alteracOes cardiacas, a IC também € caracterizada por alteragdes funcionais nos vasos
sanguineos, tais como: aumento no ténus vasomotor basal e reducdo nas respostas
vasodilatadoras dependentes e independentes do endotélio (COUTO et al, 2015;
GSCHWEND et al., 2003; LEDOUX; GEE; LEBLANC, 2003; NAKAMURA et al.,
2001; BAUERSACHS, et al., 1999).

Ao avaliar a resposta contratil a fenilefrina em anéis de aorta torécica,
observou-se que os animais com IC apresentavam hiperreatividade a fenilefrina, quando
comparadas as aortas dos animais SO. Adicionalmente, quando o endotélio foi removido,
os anéis dos animais IC apresentaram um discreto aumento na resposta contrétil,
caracterizando, assim, a aorta toracica dos animais com IC com disfungdo endotelial.
Estudos anteriores utilizando esse mesmo modelo experimental ja demonstraram que a
aorta de animais com IC encontra-se disfuncional (BAUERSACHS et al., 2002;
BAUERSACHS, et al., 1999), assim como outros leitos vasculares (COUTO e al, 2018;
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COUTO et al., 2015; PEREIRA et al., 2005; CHONG et al., 2004; TEERLINK et al.,
1993).

Os vasos sanguineos sdo formados basicamente por trés camadas: a tunica
adventicia, a tdnica média e tanica intima, as quais participam de alguma forma da
regulacdo da vasomotricidade (FREED; GUTTERMAN, 2017; SHEPHERD;
VANHOUTTE, 1979).

A tunica intima é formada pelas células endoteliais, que, inicialmente, foram
consideradas apenas uma barreira que separava o sangue das células do masculo liso
vascular, tendo apenas a funcdo de conferir permeabilidade seletiva a dgua e aos
eletrolitos (FLAMMER; LUSCHER et al., 2010; BUSSE; FLEMING, 2003; FELETOU;
VANHOUTTE et al., 1980). Contudo, hoje se sabe que, além de uma barreira fisica, o
endotélio é fonte de uma variedade de substéncias reguladora da funcdo vascular
(FLAMMER; LUSCHER et al., 2010; BUSSE; FLEMING, 2003; FELETOU;
VANHOUTTE et al., 1980).

Mais recentemente o PVAT foi adicionado como mais uma camada dos vasos
sanguineos, a partir do trabalho de Soltis e Cassis (1991), que demonstraram que o PVAT
era capaz de influenciar a responsividade vascular. Esses autores, utilizando aorta toracica
de ratos, demonstram que os anéis em que o PVAT foi mantido apresentaram uma
reducdo significativa da sensibilidade a noradrenalina (SOLTIS; CASSIS, 1991).
Todavia, esse estudo demonstrou que a reducdo da resposta contratatil possivelmente era
causada pela inervacdo do PVAT da aorta toracica. Diversos outros trabalhos, realizados
posteriormente, confirmaram a capacidade desse tecido em amortizar contracfes
induzidas por diferentes agonistas contrateis, e que esse efeito era causado por um fator
derivado dos adipocitos, e ndo apenas por influéncia da inervacdo perivascular (GAO et
al., 2007; DUBROVSKA et al., 2004; LOHN et al., 2002; SOLTIS;CASSIS, 1991).

Esse efeito anticontratil do PVAT da aorta toracica é ratificado no presente
trabalho, visto que quando o PVAT foi mantido nos anéis da aorta toracica dos animais
SO foi observada reducdo significativa da resposta contréatil & fenilefrina. E importante
enfatizar que o efeito anticontratil promovido pelo PVAT ocorreu na presenca e na
auséncia do endotélio, tal qual a literatura tem demosntrado (VICTORIO e al., 2016;
GAO e al., 2009; LEE et al., 2009).

De maneira inédita, o presente trabalho mostra que na IC o efeito anticontratil
do PVAT da aorta torécica esta prejudicado. Estudos anteriores ja haviam demonstrado

que a disfuncdo do PVAT esté presente em algumas doengas cardiovasculares, como na
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obesidade e na hipertensdo arterial (XIA et al., 2016; BUSSEY et al.,, 2016;
AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2015; ZENG et al., 2009). Dentre os mecanismos
responsaveis pela disfuncdo do PVAT, a literatura tem apontado para alteracGes na
quantidade e no padrdo de expressdo de adipocinas, que causam desequilibrio paracrino
desse tecido, tendo como consequéncia aumento na liberacdo de substancias
vasoconstritoras (-O27, ANG Il) e pré-inflamatorias (IL-6, IL-8, and MCP-1)
(AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2013; FERNANDEZ-ALFONSO et al., 2013; MA
etal., 2010; GAO et al., 2005).

Engeli e colaboradores (1999) encontraram a presenca de componentes do
SRA local no tecido adiposo (visceral, subcutaneo e células isoladas do tecido adiposo
mamario) de humanos. A presenca desses componentes também foi observada no PVAT
branco (que reveste a artéria mesentérica) e marrom (que reveste a aorta toracica) de ratos,
onde foram notadas diferencas entre a expressao dos componentes do SRA nos diferentes
PVATS, sugerindo que esse exerca papéis diferentes, dependendo do tipo de tecido
adiposo que reveste o vaso (GALVEZ-PRIETO et al., 2008). Todavia, os estudos que
visam a definicdo dos efeitos dos componentes do SRA nos adipdcitos tém-se centrado
na regulacdo do crescimento, na diferenciacdo de adipdcitos e no metabolismo lipidico
(THATCHER et al., 2009; CASSIS et al., 2008). Alguns pesquisadores sugerem que a
producdo de componentes do SRA pelos adipdcitos pode apresentar importante ligagcdo
para o surgimento das doencas cardiovasculares (CASSIS et al., 2008).

Confirmando a importancia do SRA local para o PVAT, o presente trabalho
demonstrou pela primeira vez que a atividade da ECAL e 2 no PVAT eram superiores a
atividade dessas enzimas nas respectivas aortas toracicas. Esse aumento foi observado
tanto nas aortas toracicas dos animais SO quanto no IC, todavia esse aumento foi ainda
maior na atividade da ECA 1 no PVAT dos animais com IC, constatando, assim, que o
SRA parece estar envolvido tanto na fisiologia do PVAT quanto na fisiopatologia da
disfuncéo desse tecido. Dessa maneira, € sugerido que a ANG |l possa estar envolvida
nas disfuncdes do PVAT observadas na IC.

Na IC o SRA é responsavel, inicialmente, pelas respostas compensatérias
diretas, alterando a resisténcia vascular periférica e a volemia, e indiretas, por meio da
ativacdo do sistema nervoso simpético, com o objetivo de reestabelecer o débito cardiaco.
Todavia, essa hiperativacdo sustentada promove prejuizos ao sistema cardiovascular, tais
como hipertrofia cardiaca e aumento na deposi¢do do colageno, levando a deterioragédo
progressiva da funcéo do miocérdio (MA et al, 2010; PERONDI et al, 1992).
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A alteracdo do SRA local no PVAT da aorta toracica dos animais com IC
também foi confirmada pelo aumento na expressdo de RNAm dos AT1R, AT2R e MASR
no PVAT. A literatura tem sugerido que o SRA local teria duas funcgdes principais, a
primeira delas seria a formacéo de peptideos de angiotensina para o controle de funcbes
locais, e a segunda para servir como uma fonte para componentes sisttmicos do SRA
(FOWLER et al., GALVEZ-PRIETO et al., 2008; LU et al., 2007; 2009; ENGELI et al.,
1999).

Como ja demonstrado na literatura, o tecido adiposo € capaz de liberar uma
grande quantidade de angiotensinogénio, produzindo uma grande quantidade de ANG I,
e essa resposta € modulada pela diferenca na expressao dos AT1R e AT2R (LU et al.,
2007). Em condicbes em que existe um grande aumento nas concentra¢des de Ang I,
como € o caso da IC, ocorre um aumento na expressao do AT1R e, consequentemente,
do angiotensinogénio produzido pelo tecido adiposo (CASSIS et al., 2008; LU et al.,
2007). Sendo assim, alteracdes do SRA circulante promovem um feedback positivo,
aumentando, assim, a producao local de angiotensinogénio pelo tecido adiposo, causando
disfuncdo no PVAT e nos tecidos adjacentes, 0s vasos sanguineos.

O envolvimento do SRA na perda do efeito anicontratil do PVAT da aorta
torécica foi confirmado com a utilizacdo dos antagonistas dos receptores AT1, AT2 e
MAS.

O antagonismo do AT1R mostra a importancia desse receptor para o controle
do tdnus vascular nos anéis de aorta toracica dos animais SO, ja que a ANG Il via receptor
AT1, em condigdes fisiologicas, amplifica a contracéo a fenilefrina, na aorta toracica de
ratos saudaveis (SO), na dependéncia do endotélio e que o PVAT parece ndo influenciar
essa resposta. Por outro lado, na aorta dos IC, a ANG 1l via AT1R esta associada a
hiperreatividade a fenilefrina na dependéncia do endotélio e, primordialmente, do PVAT.
Assim, de maneira inedita, estes resultados corroboram com a nossa hipotese de que, na
IC, a ANG Il, via AT1R, esteja envolvida tanto na disfuncéo endotelial quanto do PVAT.

Rosei e colaboradores (2015) também demonstraram o envolvimento de
componentes do SRA na disfungdo do PVAT. Utilizando artérias mesentéricas de
resisténcias submetidas a hipdxia o efeito anticontratil do PVAT foi abolido, contudo
tanto a utilizacdo de um antagonista do AT1R quanto de um inibidor da ECA1 foram
capazes de restaurar o efeito anticontratil do PVAT (ROSEI et al., 2015). Esse dado
sugere um efeito especifico dos antagonistas/inibidores do SRA na recuperacédo do efeito

anticontratil do PVAT e ndo apenas no efeito geral que as drogas exercem sobre a
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contratilidade (ROSEI et al., 2015). Sugestao que se confirma com os dados do presente
estudo na presenca do antagonista do AT1R, no qual, na presenga do PVAT (com ou sem
endotélio), os anéis dos animais com IC apresentaram redugdo da resposta contratil
quando comparados aos anéis na auséncia do PVAT.

A ANG Il via AT2R reduz a contracdo a fenilefrina na presenca do endotélio
em condicBes fisiologicas (WIEMER et al., 1993). Sua principal funcdo vascular é
contribuir para o controle do ténus, mediando a vasodilatagdo e contrabalangando os
efeitos vasoconstritores mediados pelo receptor AT1 (WIEMER et al., 1993; KATADA;
MAJIMA, 2002). No presente estudo, a presenca do antagonista do AT2R aumentou a
contracdo induzida pela fenilefrina nos anéis de aorta toracica com endotélio dos animais
SO. Todavia, de maneira surpreendente e inédita, a incubacdo com o antagonista do
receptor AT2 reduziu, significativamente, a contracdo induzida pela fenilefrina nos anéis
com endotélio na presenca do PVAT. Nao ha relatos na literatura sobre o efeito vascular
induzido pela ativagdo dos AT2R no PVAT da aorta torécica de ratos.

A utilizagdo do antagonismo do AT2R com objetivo de avaliar a sua fungdo
nas respostas vasculares que envolvem o PVAT foi empregada em um estudo com
estimulacdo elétrica em artéria mesentérica de rato. A estimulacdo elétrica promoveu
aumento da contracdo da artéria mesentérica de maior magnitude na presenca do PVAT,
porém a utilizacdo do antagonista do receptor AT2 nao foi capaz de alterar essa resposta
contratil (LU et al., 2010). Recentemente Mshaik e colaboradores (2018) avaliaram a
influéncia do AT2R nas respostas promovidas pelo PVAT em camundongos fémeas, em
que os anéis de aorta toracica dos animais que expressavam esse receptor (AT2R**)
apresentaram aumento da resposta contratil quando na presenca do PVAT, por outro lado,
nos anéis da aorta toracica dos animais que ndo expressavam o AT2R (AT2R7), o
aumento da resposta contratil foi abolido. Contudo, por se tratar de outra espécie e género,
as respostas vasculares podem ser distintas das observadas no presente trabalho. Desta
forma, mais estudos séo necessarios para entender o papel do AT2R no PVAT da aorta
torécica.

Na aorta toracica dos animais com IC, de maneira surpreendente, a incubagdo
com o antagonista do AT2R reduziu a contracdo induzida pela fenilefrina nos anéis com
endotélio sem PVAT, demonstrando que, na IC, ao contrario do observado nas artérias
dos SO, a ativagdo dos AT2R potencializa a contracdo a fenilefrina, podendo ser essa
outra via envolvida no aumento da resposta vasoconstritora observada. Além disso, 0

antagonismo do AT2R reduziu ainda mais a contracdo induzida pela fenilefrina quando
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0 PVAT foi mantido nesses anéis. E interessante frisar que nos anéis sem endotélio o
antagonista dos AT2R nédo foi capaz de modificar a resposta contratil a fenilefrina,
entretanto, quando o PVAT foi mantido nos anéis sem endotélio, o antagonista promoveu
reducdo da resposta contratil, confirmando, assim, a participacdo desse receptor no
prejuizo da resposta anticontratil promovida pelo PVAT.

Os dados dos animais com IC apresentados a partir do antagonismo do AT2R
sdo similares aos obtidos na presenga do antagonismo do AT1R. Em conjunto, estes
resultados demonstram que na aorta dos animais IC a ANG Il via AT2R também contribui
para a hiperreatividade vascular, por uma acdo dependente do endotélio e amplificada
pelo PVAT.

A literatura ainda apresenta poucas informagdes sobre a fun¢do do AT2R nas
doencas cardiovasculares, se a sua ativacdo levaria a um efeito protetor ou deletério.
Existe a possibilidade de a sua funcéo em diferentes doencas ser dependente da etiologia
e da severidade da mesma (CHOW; ALLEN, 2016). Dentre os efeitos deletérios, a
literatura demonstra a participacdo do AT2R na hipertrofia do ventricular e na fibrose
cardiaca observada na hipertensdo arterial induzida pela infusdo de angiotensina 1l
(TAVARES et al., 2013; SENBONMATSU et al, 2000).

E importante salientar que o resultado obtido nos anéis dos animais com IC,
no presente estudo, ndo pode ser atribuido a uma falta de seletividade do PD123312, visto
que, nos anéis dos animais SO, encontramos a resposta classica de aumento da contracédo
qguando na presenca do antagonista do AT2R. Além disso, a literatura tem demonstrado
que o PD123319 é seletivo para 0 AT2R, e que a concentracdo utilizada no presente
trabalho é considerada especifica para 0 AT2R, e apenas concentragdes muito altas
poderiam promover uma inibi¢do ndo seletiva (BOSNYAK et al, 2011; MACARI et al,
1993).

Sabendo que o eixo ECA2/ANG 1-7/ MASR ¢ caracterizado como um eixo,
dentro do SRA, capaz de contrabalancear os efeitos induzidos pela ativacdo do eixo
ECAL/ANG II/ AT1R, buscou-se tambeém avaliar a participacdo dos receptores MAS na
modulagéo da vasoconstri¢cdo induzida pela fenilefrina (SANTOS et al., 2013; SANTOS
et al., 2003).

A incubacdo com o antagonista do receptor MAS induziu um pequeno, porém
significativo aumento da contragdo induzida pela fenilefrina nos anéis da aorta toracica
com e sem endotélio dos animais SO, dado esse que ja foi demonstrado anteriormente

(LEMOS et al., 2002). Por outro lado, de maneira surpreendente, o antagonismo do
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MASR néo modificou a contracao induzida pela fenilefrina nos anéis com PVAT dos SO;
assim, na presenca do PVAT, o efeito vasodilatador induzido pela ativacao dos receptores
MAS na artéria é abolido. Dessa forma, demonstramos que, em condices fisioldgicas, a
angiotensina 1-7, via receptor MAS, reduz a contracdo a fenilefrina na aorta e esse efeito
foi bloqueado na presenca do PVAT.

Em direcdo oposta, nos anéis dos animais IC a incubagéo com A779 reduziu,
significativamente, a contracdo induzida pela fenilefrina em todas as condigdes. Sendo
assim, além dos receptores AT1 e AT2, a ativacdo dos receptores MAS, nas células
endoteliais e de musculo liso vascular, provavelmente via angiotensinal-7, contribuiu
para a hiperreatividade vascular a fenilefrina observada na aorta dos animais IC, os quais,
nessa artéria, induzem vasoconstricdo. Porém, a ativacdo desses receptores no PVAT
parece ndo estar envolvida em tal disfuncdo, visto que as respostas nao diferiram entre a
presenca e auséncia do PVAT.

E importante relatar que Lee e colaboradores (2009) demonstraram que a
angiotensina 1-7 é um fator relaxante derivado do PVAT da aorta torécica, a qual se
difunde para o endotélio e ativa vias de sinalizacdo que culminam na liberacdo de NO, o
qual promove a hiperpolarizacéo das células do musculo liso vascular a partir da ativacédo
de canais para K" sensiveis ao célcio. Entretanto, apesar desses autores utilizarem a
mesma espécie animal e artéria do presente estudo, os dados da reatividade na presenca
do antagonista do MASR ndo demonstraram que a ANG 1-7 seja um fator relaxante
derivado do PVAT.

Zhou e colaboradores (2010) evidenciaram que a infusdo de ANG 1-7 na
regido rostroventrolateral da medula aumentou a pressdao arterial média e o fluxo
simpatico em ratos Sprague—Dawley. Adicionalmente, em modelo de insuficiéncia renal
a infusdo de angiotensina 1-7 foi associada ao incremento na pressao arterial e aumento
do quadro de hipertrofia cardiaca e fibrose (VELKOSKA et al, 2011). Esses dados
apontam para o fato de que as respostas provenientes da ativacdo do MASR nem sempre
sdo antagonicas a ativacdo do AT1R, como se imaginava. Possivelmente, no modelo de
IC utilizado no presente estudo, 0 MASR se comporta de forma distinta, estando a
sinalizacdo ANG 1-7/MASR envolvida com os efeitos deletérios da IC.

Sabe-se que a angiotensina Il estd envolvida na disfuncdo endotelial e no
prejuizo do efeito anticontratil do PVAT na aorta toracica dos animais IC, e que,
principalmente via ativacdo dos AT1R, induz importantes efeitos vasculares por estimular
a produgédo de ERO (MONTEZANO et al., 2014; RUIZ-ORTEGA et al., 2003). A
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presenca do estresse oxidativo, observada no presente trabalho, foi confirmada pelo
aumento da fluorescéncia ao DHE tanto na aorta quanto no PVAT dos animais com IC;
dessa forma, os presentes resultados sugerem que a disfuncdo endotelial e a reducdo do
efeito anticontratil do PVAT observada na aorta toracica dos animais I1C estdo associadas
com estresse oxidativo.

As ERO sd8o uma classe de moléculas quimicamente reativas, que em
condicdes fisioldgicas desempenham papéis importantes na regulacédo de uma variedade
de processos bioldgicos, dentre eles o controle do tonus vascular e na funcdo endotelial.
No entanto, em doencas, como na IC, o estresse oxidativo induz severos danos vasculares,
como remodelamento, inflamag&o e disfuncéo endotelial (COUTO et al., 2018; CHEN et
al., 2018; GARCIA-REDONDO et al., 2016; COUTO et al., 2015; KORANDI et al.,
2015; SINGAL; KIRSHENBAUM, 1990; PRASAD; KALRA, 1988). O aumento de
ERO no PVAT também leva a disfuncdo desse tecido, prejuizo esse ja descrito na
hiperestimulacdo dos receptores p-adrenérgicos, diabetes tipo 2 e na obesidade
(VICTORIO et al., 20162 ANTONOPOULOS et al., 2015; PADILLA et al., 2015; GIL-
ORTEGA et al., 2014). No endotélio, diversos estudos tém associado a disfungdo ao
estresse oxidativo observado nas artérias de animais e pacientes com IC, sendo
caracterizada por reducdo da modulagdo nitrérgica, uma vez que o anion superéxido, por
reagir rapidamente com o NO, reduz a sua biodisponibilidade (COUTO et al., 2018;
COUTO et al., 2015; SCHAFER et al., 2004; INDIK; GOLDMAN; GABALLA, 2001;
BAUERSACHES et al., 1999; 2001). Assim, as ERO na IC séo responsaveis pelas
disfungdes no endotélio e no PVAT.

Assim como ja observado por outros grupos, o presente trabalho demonstrou
que a reducdo da biodisponibilidade de NO, tanto nas artérias quanto no PVAT dos
animais com IC, foi confirmada pelos experimentos de reatividade vascular na presenca
do inibidor néo seletivo da NOS. Muller e colaboradores (1997) demonstraram, no leito
vascular renal, que o NO é capaz de antagonizar as contra¢@es induzidas pela ANG Il via
ATIR, todavia, em condi¢bes com baixa biodisponibilidade de NO, o AT2R passa a
contribuir para a vasoconstri¢do induzida pela ANG Il (MULLER et al., 1997). Assim,
pode-se surgerir, com o conjunto de resultados apresenados nessa tese, que a reducdo da
biodisponibilidade de NO, causada pelo estresse oxidativo, possivelmente leva ao
aumento da contracdo induzida pela fenilefrina via AT1R e AT2R, de maneira endotélio
e PVAT dependente.
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Esses resultados corroboram com trabalhos na literatura, que demonstram,
em condigdes fisioldgicas, o papel do endotélio e do PVAT em modular a contragdo a
fenilefrina via sintese e liberacdo de NO (XIA et al., 2016; VICTORIO et al., 2016a;
VICTORIO et al., 2016b), além da reducio da biodisponibilidade de NO, mediada pelo
endotélio, na aorta dos animais IC (; SCHAFER et al., 2004; BAUERSACHES et al.,
2001; INDIK et al., 2001; BAUERSACHES et al., 1999). Por sua vez, de maneira inédita
e interessante, a modulacéo nitrérgica mediada pelo PVAT é abolida na aorta dos animais
IC, fato esse que pode contribuir para a mudanca funcional do receptor AT2, o qual é

amplificado pela presenca do PVAT.

5.2. Avaliacdo da influéncia do treinamento combinado (aerébio e resistido) na
resposta anticontratil do PVAT da aorta toracica e abdominal de ratos saudaveis e
com insuficiéncia cardiaca

Como ja é bem descrito na literatura e ja foi destacado na primeira parte dessa
tese, a IC gera danos funcionais ao coracao, assim como a reducéo da capacidade aerdbia
e a presenca de miopatias do musculo esquelético, gerando a intolerancia ao esforco
fisico, perda da forca muscular e, consequente, prejuizo na qualidade de vida (BRUM et
al., 2014; ADES et al., 2006; CLARK, 2005).

Utilizando as medidas da FE e da concentracdo plasmatica do BNP, avaliou-
se a severidade da disfuncdo cardiaca induzida pelo infarto do miocardio, antes do
protocolo de treinamento fisico. A FE foi usada como critério para incluir os animais no
presente estudo, e apenas 0s animais que apresentaram FE interior a 35% ap6s 4 semanas
de infarto do miocéardio se mantiveram no estudo (COUTO et al., 2018). De forma similar,
utilizamos uma linha de corte para 0 BNP, sabendo que sua concentracdo plasmatica
desse peptideo se correlaciona positivamente com o estresse de parede ventricular
(BRUGGINK et al., 2006; VANDERHEYDEN et al., 2004). Além disso, dados prévios
do grupo, além de outros, demonstram que concentra¢@es plasmaticas de BNP superiores
a 0,3 ng/mL, em animais 4 semanas pés-IM estdo correlacionadas com area de infarto
superior a 30% do VE (PAULA, 2017; MAEDER et al., 2010).

A cirurgia de inducdo do IM gerou um dano na fungdo ventricular,
comprovado pela reducdo da FE, aumento do BNP plasmatico e reducdo da capacidade

fisica, demonstrando, assim, a eficiéncia do modelo em induzir a IC nos animais.
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Posteriormente, as medidas da FE e da concentracdo plasméatica do BNP,
juntamente com os testes de capacidade maxima, foram utilizadas para a divisdo dos
animais em sedentarios ou treinados. As divisdes dos animais baseadas nesses parametros
garantiram que ambos 0s grupos partissem de um mesmo ponto tanto relacionado aos

danos da IC quanto a capacidade fisica.

Apds 8 semanas de treinamento combinado, foi observado que os animais
obtiveram aumento tanto da distancia percorrida quanto da carga levantada,
demonstrando a eficiéncia do exercicio em melhorar a capacidade fisica nos animais SO
e IC. Esses dados demonstram a eficiéncia do protocolo de treinamento combinado
utilizado no presente trabalho em melhorar tanto a tolerdncia ao exercicio, como
observado com a melhora da distancia percorrida no teste de esforco, como também na
melhora da forca muscular, demonstrada através do aumento da carga levantada no teste
da escada ap6s as 12 semanas de treinamento, dados esses que concordam com estudos
que utilizaram o treinamento combinado em pacientes com IC. Conraads e colaboradores
(2002) observaram aumento na capacidade fisica tanto de capacidade aerdbia (VO2max)
quanto anaerdbia (limiar anaerébio). Esses dados também foram observados em outros
estudos utilizando pacientes diabetes mellitus tipo 2, ratos hipertensos submetidos a
ovarectomia e ratas diabeticas submetidas a ovarectomia, que submetidas ao treinamento
combinado apresentaram melhora da capacidade aerdbia e anaerobia (SHIMOJO e al.,
2018; SANCHES et al., 2015; JORGE et al., 2011).

O treinamento fisico como parte de uma reabilitagdo cardiaca tem sido
largamente recomendado para pacientes com IC, na medida em que estudos tém
demonstrado ser um meio altamente eficaz para melhorar a capacidade fisica e reduzir a
morbidade (FLEG et al., 2015; KETEYIAN, 2011; BECKERS et al., 2008).

Atualmente, evidéncias crescentes tém demonstrado que tanto o exercicio
aerobico quanto o de resisténcia sdo eficazes para promover beneficios para pacientes
com insuficiéncia cardiaca estavel (O'CONNOR et al., 2009; BECKERS et al., 2008;
MAIORANA et al., 2000). Beckers e colaboradores (2008) demonstraram que 0
protocolo de treinamento combinado realizado durante 6 meses foi eficiente em melhorar
a capacidade de exercicio submaximo, a for¢ca muscular e a qualidade de vida de pacientes
com IC (classe funcional 1I-111 da NYHA). Além disso, esses autores afirmam que a
auséncia de efeitos desfavoraveis, como o remodelamento do ventriculo esquerdo, da

mortalidade e de casos de internac6es hospitalares fornecem evidéncias da seguranca na
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utilizacdo do treinamento resistido como uma terapia coadjuvante ao treinamento aerobio
(BECKERS et al., 2008).

Os animais do presente trabalho apresentavam reducdo da FE da PSVE e das
derivadas de pressdo e aumento na PDfVE, caracterizando-os, assim, com disfungédo
ventricular e possivelmente reducdo do débito cardiaco. Esses levam ao prejuizo na
perfusdo da musculatura esquelética e, consequentemente, a uma menor capacidade
fisica.

O treinamento combinado utilizado no presente estudo reduziu parcialmente
a PDfVE, sem modificar os demais parametros hemodinamicos e morfométricos, o que
pode refletir a melhora observada nos testes fisicos. Dado similar foi observado por Nunes
e colaboradores (2008), utilizando o mesmo modelo experimental de IC do presente
estudo, os quais observaram gue 8 semanas de treinamento aerobio (natacdo) foi capaz
de reduzir parcialmente a PDfVE.

Recentemente, Sanches e colaboradores (2018) demonstraram que o0
treinamento combinado foi capaz de atenuar as disfun¢des cardiacas (sistélica e
diastdlica), melhorando parametros cardiacos que foram pregudicados pelo diabetes e
pela menorpausa, tais como: fracdo de encurtamento, o tempo de relaxameno
isovolumetrico, a velocidade de encurtamento circunferencial da fibra e a massa do
ventriculo esquerdo. Esses beneficios promovidos pelo treinamento combinado
ocorreram, possivelmente, pela reducdo da inflamacéo e do estresse oxidativo cardiaco
em um modelo experimental de diabetes e menopausa (SANCHES et al, 2018). Outros
trabalhos do mesmo grupo, utilizando modelos de hipertensédo e menopausa e sindrome
metabdlica e menorpausa, observaram resultados benéficos ao sistema cardiovascular,
tais como reducdo da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca, além de promover uma
adaptacdo benéfica na sensibilidade barorreflexa e na modulagdo autondmica
cardiovascular em animais submetidos ao programa de treinamento combinado, similar
ao utilizado no presente trabalho (SHIMOJO et al., 2018; CONTI et al., 2015).

O efeito benéfico do exercicio aerdbio sobre o remodelamento ventricular na
IC tem sido demonstrado em diferentes meta-analises (HAYKOWSKY et al, 2011),
todavia os estudos afirmam que dados referentes ao treinamento combinado (aerébio e
resistido) ainda ndo sdo conclusivos (ZHANG et al, 2016; CHEN et al, 2012;
HAYKOWSKY etal, 2011). O presente trabalho demonstra, a partir dessas informacoes,
que o treinamento combinado foi eficiente em promover beneficios cardiacos, similares

aos observados em estudos utilizando apenas o treinamento aerébio.
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Dados apresentados na primeira parte deste trabalho, assim como em diversos
trabalhos da literatura, tém demonstrado que o PVAT da aorta toracica apresenta a
capacidade de amortizar contragdo induzida por diferentes agonistas (VICTORIO et al.,
2016b; LEE et al., 2009; GAO et al., 2007; GAO, et al, 2005; DUBROVSKA, et al., 2004;
LOHN et al., 2002). Entretanto, o estimulo contratil promovido pelo aumento nas
concentragOes extracelular de KCI ndo foi alterado pela presenca do PVAT, do endotélio
ou da IC. Soltis e Cassis (1991) realizaram curva concentracdo resposta ao KCI em anéis
de aorta torécica, na presenca e na auséncia do PVAT. Corroborando com os dados
encontrados no presente estudo, esses autores ndo observaram diferencas entres os anéis
com e sem PVAT. Embora os dados de KCI nédo sejam apresentados nos estudos, em
modelo de animais pds-IM e IC, curvas concentragdo resposta ao nitroprussiato de sodio
mostraram que o musculo liso vascular da aorta toracica desses animais nao apresentavam
prejuizo quando comparadas as curvas dos seus respectivos controles (SCHAFER et al.,
2004; DA CUNHA et al., 2004; BAUERSACHS et al., 2001).

Os dados apresentados demonstram que tanto a contracao induzida pelo KCI
quanto pela fenilefrina eram maiores na aorta abdominal dos SOs quando comparadas a
aorta toracica. Além disso, o envolvimento do endotélio e do PVAT na funcdo desses
diferentes segmentos sao bem distintos.

Os segmentos da aorta ndo sdo homogéneos, apresentando diferencas
importantes tanto na sua funcdo quanto na sua composicdo (elastina e colageno)
(SOKOLIS et al., 2008). Apesar de a literatura indicar que o relaxamento promovido pela
acetilcolina na aorta toracica e abdominal sejam similares, existem diferengas nos
mecanismos envolvidos no relaxamento dos diferentes segmentos (OLOYO; ELIAS;
SOFOLA, 2012). Enquanto na aorta toracica o0 NO apresenta uma maior participacdo, na
aorta abdominal produtos derivados da cicloxigenase e de o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio sdo predominantes (OLOYO; ELIAS; SOFOLA, 2012).

As diferengas que envolvem a aorta toracica e abdominal se estendem ao
PVAT que as reveste. Enquanto a aorta abdominal tem um PVAT predominante branco,
a aorta toracica esta envolvida pelo PVAT predominantemente marrom (PADILLA etal.,
2013). Essas diferencas no tipo do tecido adiposo possivelmente estdo relacionadas as
diferencas funcionais desse tecido, ja que o fenotipo funcional do PVAT esta diretamente
ligado a sua localizagdo anatémica (HILDEBRAND; STUMER; PFEIFER, 2018).
Estudos que avaliaram PVAT distintos tém demonstrado importantes diferencas na

expressdo de componentes do SRA, de marcadores inflamatdrios e de liberacdo do NO
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entre PVAT predominantemente branco e marrom (VICTORIO et al., 2016b; PADILLA
etal., 2013; GALVEZ-PRIETO et al., 2008).

E interessante frisar que aos anéis da aorta abdominal na presenca do
endotélio, de todos os grupos avaliados no presente estudo, comportaram-se de forma
semelhante entre a auséncia e a presenca do PVAT, confirmando mais uma vez que o0
PVAT desse segmento da aorta ndo apresenta a capacidade anticontratil observada em
outros segmentos. Dados publicados pelo grupo enfatizaram essa diferenca fisioldgica
entre 0 PVAT da aorta toracica e abdominal, destacando funcdes especificas dos
depdsitos de PVAT no controle da funcdo vascular, podendo isso se relacionar a
diferengas na suscetibilidade a lesdo vascular (VICTORIO et al., 2016b). Esses dados
também foram reproduzidos por Watts e colaboradores (2011), utilizando o estimulo
contratil da angiotensina Il.

Nas artérias dos animais com IC, observou-se dano endotelial em ambos os
segmentos (abdominal e toracico), todavia o prejuizo na funcéo anticontratil do PVAT s6
foi observado na aorta toracica. Na aorta toracica, o treinamento combinado melhorou
apenas a funcdo anticontratil do PVAT, sem promover alteracdes significativas na fungédo
endotelial que estava prejudicada pela IC. Por outro lado, na aorta abdominal o
treinamento combinado reverteu completamente a disfuncdo endotelial da IC.

Podemos confirmar que o prejuizo no efeito anticontratil do PVAT da aorta
toréacica ndo ocorre devido a alteracdo na quantidade desse tecido adiposo, visto que ndo
houve diferencas entre o peso do PVAT nos animais SOs e ICs. Contudo, a IC reduziu
significativamente a expressdo génica da UCP-1. A UCP-1 é expressa na membrana
mitocondrial interna dos adip6citos marrons e beges e € a responsavel pela termogénese
molecular (OKAMATSU-OGURA et al., 2013; PALOU et al., 1998). Assim sendo,
apesar da auséncia de mudanca quantitativa, foi demonstrado pela primeira vez que a IC
promove mudanca qualitativa nos adipécitos do PVAT da aorta torécica.

Por outro lado, o treinamento combinado, em ambos o0s grupos treinados, foi
capaz de reduzir a quantidade do PVAT da aorta toracica. Essa reducgéo no peso do PVAT
da aorta toracica, em animais submetidos ao protocolo de exercicio aerdbio, ja foi descrita
anteriormente, tanto em ratos saudaveis quanto em ratos que receberam dieta rica em
gordura (ARAUJO et al., 2017; ARAUJO et al., 2015). Esses autores sugerem que essa
reducdo do peso esteja associada a alteragdes morfoldgicas, visto que menores goticulas
lipidicas foram observadas (ARAUJO et al., 2017; ARAUJO et al., 2015). Esses dados
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ganham forca pela capacidade do treinamento combinado de reverter parcialmente a
reducdo na expressdo da UCP-1 do PVAT dos animais com IC.

A literatura tem surgerido que o exercicio tem a capacidade de liberar
citocinas, produtos metabolicos, e, assim, ativar vias que induzem o browning (ALDISS
et al., 2018; BOA et al., 2017). Esses estimulos pelos quais o exercicio promoveriam 0
browning podem ser 0 aumento da atividade simpatica, da IL-6, proteina quinase A, AMP
ciclico, e até as EROs poderiam ativar vias de sinalizagdo para esse processo, todavia
essas respostas nao foram confirmadas por nenhum estudo até o momento (ALDISS et
al., 2018; BOA et al., 2017). Sendo assim, este trabalho é o primeiro a demonstrar a
capacidade do treinamento combinado em promover browning no PVAT da aorta toracica
de animais com IC, melhorando a funcionalidade desse tecido.

Corroborando com a auséncia de efeito promovido pelo PVAT na aorta
abdominal, ndo houve modificacdo do peso do PVAT desses animais. Discutiremos mais
adiante o papel do endotélio nas alteragdes promovidas pela IC e pelo protocolo de
treinamento combinado nessa artéria.

A partir de entdo, passou-se a investigar a fungdo anticontratil do PVAT da
aorta torécica, tentando entender os mecanismos envolvidos no prejuizo da funcgédo
anticontratil e como o treinamento combinado atenua esse dano promovido pela IC.

Confirmando as alteragdes qualitativas do PVAT dos animais com IC, em
adicdo a reducdo de UCP-1, houve reducdo na expressdo génica do marcador de tecido
adiposo marrom (PDRM-16) e bege (ESPTI-1) e aumento do marcador de tecido adiposo
branco (TCF-21). Essas diferencas demonstram uma mudanga clara do fenétipo do PVAT
das aortas toracicas dos animais com IC, promovendo, assim, 0 whitening e
possivelmente uma mudanca na quantidade das substancias vasoativas e citocinas que
estd sendo liberada pelo PVAT, gerando o prejuizo na funcdo anticontratil. Em animais
espontaneamente hipertensos (SHR), foi demonstrado que o nivel de browning vai
reduzindo com o envelhecimento de forma mais acelerada que em animais normotensos,
e que esse prejuizo da perda mais precoce do browning no PVAT possivelmente contribua
para a elevacédo da pressdo arterial nesses animais (KONG et al., 2018).

O treinamento combinado, por sua vez, foi capaz de restaurar a expressao do
EPSTI-1 e de reduzir a expressdo do TCF-21. Esses dados demonstram a capacidade do
treinamento combinado em promover o browning no PVAT dos animais com IC. Dados
da literatura tém demonstrado que o exercicio fisico apresenta essa capacidade de

promover o browning em alguns dep6sitos de tecido adiposo (subcutaneos e visceral),
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contudo nao esta claro quais as vias de sinalizacdo responsaveis por essa mudanca, bem
como se ela ocorre em todos os depositos de tecido adiposos (ALDISS et al., 2018;
ROCHA-RODRIGUES et al, 2016).

Dando continuidade, investigou-se se o efeito anticontréatil ocorria de forma
dependente ou independente do endotélio. Os trabalhos envolvendo o PVAT tém
demonstrado que existem fatores que s&o liberados pelo PVAT e véo agir de forma direta
no musculo liso vascular, assim como fatores que vao ativar vias e sinalizacdo para que
o0 endotélio libere outros fatores (LEE et al, 2011a; LEE et al., 2009; GAO et al., 2007).

Nos anéis da aorta toracica dos animais SO sedentarios e treinados, € possivel
observar que existe um efeito anticontratil promovido pelo PVAT e pelo endotélio.
Dentre as substancias vasoativas que sdo liberadas por esses dois tecidos e apresentam
essa capacidade anticontratil, o NO merece destaque (BUSSEY et al., 2018; VICTORIO
et al., 2016b; XIA et al., 2016; AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2015; GIL-
ORTEGA et al., 2010).

A principal fonte de producdo de NO no sistema vascular é o endotélio
vascular, e sua taxa de producdo é modulada pelo estresse de cisalhamento (a forca de
atrito induzida pelo movimento do sangue nas células endoteliais) na parede vascular, o
NO difunde-se ao seu alvo primario, as células musculares lisas adjacentes, para modular
o0 relaxamento da musculatura lisa (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991). Ademais,
recentemente a literatura tem demonstrado a capacidade de o PVAT produzir e liberar
NO (VICTORIO et al, 2016b; XIA et al., 2016; GIL-ORTEGA et al., 2010). Esse NO
pode ser produzido diretamente por meio da eNOS presente no PVAT da aorta torécica
ou pode ainda ser liberado indiretamente por meio da liberagcdo de adipocinas, como a
adiponectina e a leptina (VICTORIO et al, 2016b; GIL-ORTEGA et al., 2010; CHEN et
al., 2003). A utilizacdo do inibidor ndo seletivo da NOS, no presente experimento,
confirmou a participacdo do NO liberado pelo endotélio e pelo PVAT, na amortizacao da
resposta contratil, confirmando, assim, 0 NO como um fator anicontratil do PVAT.

Nos anéis dos animais com IC, ocorreu uma reducdo da capacidade de
amortizar a resposta contratil tanto pelo endotélio quanto pelo PVAT. Parte desse prejuizo
ocorreu devido ao prejuizo na biodisponibilidade de NO, seja por uma menor producéo
ou por uma maior inativacdo do NO pelas ERO (COUTO et al., 2018; XIA et al., 2016).
Interessantemente, o treinamento combinado foi habil em reverter parcialmente o

prejuizo no PVAT, mas ndo no endotélio. Esse efeito benéfico do treinamento
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combinado, no efeito anticontratil do PVAT, foi devido a uma maior biodisponibilidade
de NO, como observado apdés a inibicdo da NOS.

Indo de encontro a reduzida inibicdo na presenca do L-NAME, nos anéis da
aorta toracica dos animais ICs a expressdo proteica da eNOS estava aumentada na aorta
toréacica dos animais com IC. Couto e colaboradores (2018) observaram dados similares
em artérias coronérias septais, em que, apesar do prejuizo no relaxamento dependente de
endotélio, promovido pela acetilcolina, as artérias apresentavam aumento na expressdo
da eNOS. Esses autores demonstram que apesar da maior expressao proteica da eNOS,
essas artérias apresentavam menor expressao da GTP ciclohidrolase 1, uma enzima que
limitante a biossintese da BHa. A auséncia da BH4 torna a eNOS desacoplada e, assim,
apesar da sua maior expressédo, essa eNOS produz menos NO e mais ERO (COUTO et
al., 2018; COUTO et al., 2015).

O desacoplamento da eNOS também ja foi sugerido em pacientes com IC
(YAMAMOTO et al., 2015; DIXON et al, 2003). A auséncia do cofator
tetrahidrobiopterina (BH4) faz com que a eNOS passe a produzir uma maior quantidade
de superoxido (O27), o0 NO e O." juntos podem formar peroxinitrito (ONOO"), que
geralmente oxidam a BH4 para sua forma oxidativa 7,8-dihydrobiopterin (BH2), gerando,
dessa forma, um ciclo continuo de geracdo de ERO e aumento continuo do dano vascular
(XIA; FORSTERMANN; LI, 2017; BEVERS et al., 2006).

O protocolo de treinamento combinado, utilizado no presente estudo, foi
capaz de reduzir a expressao proteica da eNOS na aorta toracica, apesar da auséncia de
melhora na reatividade vascular. Provavelmente, o treinamento tenha aumentado a
disponibilidade de BH4, e consequentemente promoveu o acoplamento da eNOS.
Utilizando o mesmo modelo de IC do presente trabalho, Couto e colaboradores (2018)
demonstraram que o treinamento aerobio (de intensidade similar ao utilizado no presente
trabalho) foi capaz de restaurar a biodisponibilidade de NO e diminuir as concentracfes
de ERO por meio do acoplamento eNOS.

No PVAT dos animais com IC houve uma reducdo da expressdo génica da
eNOS. Adicionalmente, observou-se que esses animais apresentavam reducdo na
expressao proteica da AMPKal/2, da expressao génica do receptor B3-AR e reducdo nas
concentracdes de adiponectina no PVAT. Todos esses fatores juntos culminam num
importante prejuizo da via de sinalizacdo do NO pelo PVAT, que foi demonstrado pelo
prejuizo da fungdo anicontratil do PVAT da aorta toracica observado nos experimentos

funcionais.
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A literatura tem demonstrado que a ativagdo do receptor B3-AR, por meio da
estimulagdo simpatica, tem se mostrado de grande importancia para o efeito anticontratil
do PVAT por duas fungGes principais: 1) liberacdo de adiponectina (SAXTON et al.,
2018; WESTON et al., 2013) ¢ 2) liberagdo direta de NO via B3AR/Goas/AMPc/PKB
(DENG et al, 2010; CHEN et al., 2003). Por sua vez, a adiponectina liberada pelo tecido
adiposo tem importantes acdes vasculares, estimulando a producdo de NO nas células
endoteliais. Esse mecanismo envolve a fosforilagdo da eNOS em Ser!'”® pela AMPK
(DENG et al, 2010; CHEN et al., 2003). Dessa forma, foi demonstrado pela primeira vez
que a perda do efeito anticontratil do PVAT de animais com IC esta disfuncional, e esse
prejuizo envolve a redugdo da biodisponibilidade de NO diretamente, através da eNOS
ou do receptor B3 adrenérgico do PVAT, e indiretamente, através da ativacdo dos receptor
3 adrenérgico estimulando a via de sinalizagdo da adiponectina.

Os animais com ICt apresentaram aumento da expressao proteica e génica da
eNOS no PVAT. Esse aumento da eNOS foi acompanhado de uma maior expressao da
AMPKal/2 e das concentragcbes de adiponectina, justificando, assim, a melhora da
biodisponibilidade de NO observada nos ensaios de reatividade vascular nos anéis dos
animais ICt. Todavia, o treinamento combinado nédo restaurou o prejuizo na expressao do
receptor B3-AR, pois possivelmente a auséncia de melhora dessa via tenha sido
responsavel devido ao treinamento combinado ndo ter restaurado completamente a
disfuncédo do PVAT.

Existem poucos estudos que tiveram como objetivo avaliar o treinamento
fisico sobre o efeito anticontratil do PVAT. Em um estudo realizado em ratos Wistar
saudaveis, o protocolo de treinamento aerdbio ndo foi capaz de amplificar o efeito
anticontratil do PVAT da aorta toracica, mas, apesar disso, houve aumento da expressdo
da pAMPKthr172/eNOS e reducédo na quantidade e morfologia do PVAT desses animais
(ARAUJO et al., 2015). Ja em animais que receberam dieta rica em gordura o treinamento
aerobio reduziu significativa a quantidade de PVAT e a expressdo da proteina iNOS, bem
como acarretou a diminuicéo das alteracdes morfologicas (ARAUJO et al., 2017).

Margaritis e colaboradores (2013) demonstraram que a adiponectina liberada
pelo PVAT tem um importante papel na melhora no estado redox de vasos humanos com
doengas cardiovasculares (artéria mamaria e veia safena), reacoplando a eNOS e
melhorando o estado redox, exercendo um efeito protetor. Possivelmente esse efeito
protetor da adiponectina liberada pelo PVAT ocorra em doengas menos severas ou em

estagios iniciais, visto que em algumas condi¢des j& foi demonstrado que tanto o vaso
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guanto o PVAT encontram-se disfuncionais (DEVALLANCE et al., 2018;
AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2015; GALVEZ-PRIETO et al., 2012).

No presente trabalho, 0 PVAT dos animais com IC apresentavam disfuncéo,
todavia o protocolo de treinamento combinado foi capaz de aumentar as concentragdes
de adiponectina no PVAT e melhorar a fungédo anticontratil do PVAT. Assim, a medida
da adiponectina local pdde trazer informacdo relevante para a satde vascular.

Nghr e colaboradores (2017) evidenciaram que a infusdo crénica de um
agente indutor de inflamacéo (lipopolissacarideo) em camundongos reduzia a expressdo
génica da UCP-1 tanto no tecido adiposo subcutaneo quanto no interscapular, ademais a
adiponectina € uma importante citocina anti-inflamatéria (OUCHI; WALSH, 2007).
Assim, a reducdo da expressdo da UCP-1 e das concentracdes de adiponectinas do PVAT
da aorta toracica dos animais com IC poderia estar relacionada a uma maior producéo de
citocinas inflamatdrias.

Confirmando essa hipotese, avaliamos agentes pré e anti-inflamatérios
liberados pelo PVAT. A IC aumentou a expressao génica dos agentes pro-inflamatdrios
(IL-6, TNF-a. e MCP-1) e reduziu as a expressao génica do agente anti-inflamatorio (I1L-
10). Por outro lado, o treinamento combinado foi capaz de reverter esses efeitos.

Dentre os prejuizos causados pelo aumento na liberacdo desses agentes
inflamatorios, pelo PVAT, podemos citar: a IL-6 promove rigidez arterial (DU et al.,
2015), o TNFa estd relacionado ao prejuizo do efeito anticontratil do PVAT (AL-
JARALLAH et al., 2016) e a MPC-1 contribui para a formacao de placas e progresséo do
dano vascular (MANKA et al., 2014). Sendo assim, a capacidade do treinamento
combinado em reduzir esses marcadores € fundamental para a reducéo do dano vascular.
Sanches e colaboradores (2018) observaram que o protocolo de treinamento combinado
foi capaz de reduzir o TNFa e aumentar a IL-10 no coragdo de ratas diabéticas
ovariectomizadas. Até 0 momento, apenas o presente trabalho utilizou esse protocolo de
exercicio em animais com IC.

Sumarizando, na IC ocorre disfuncdo tanto endotelial quanto do PVAT, a
disfuncdo do PVAT € caracterizada por mudangas na qualidade do tecido adiposo,
aumentando marcadores de tecido adiposo branco e reduzindo os marcadores de marrom
e bege, além disso, esse tecido apresentava um perfil pré-inflamatorio acentuado, no
entanto, o treinamento combinado foi capaz de reverer parcialmente essas respostas.

Por fim, foram avaliadas as mudancas encontradas na aorta abdominal, a qual

€ mais propensa a arteriosclerose e aneurismas que a aorta toracica, mas, por outro lado,



105

a aorta toracica é mais suscetivel a disfuncdes vasculares (LINDESAY et al. 2018). Essas
diferengas sdo importantes fisiologicamente, visto que a aorta toracica tem um papel
importante no amortecimento do volume sistolico (LINDESAY et al. 2018).

O aumento da rigidez observado no nivel abdominal, comparado com a aorta
torécica, deve ser explicado primeiro pelas diferencas da geometria da artéria e pela
composi¢do da parede da aorta, maior quantidade de elastina na aorta toracica e maior
quantidade de colageno na aorta abdominal (SOKOLIS et al., 2008). Assim, avaliamos
as diferencas entre essas artérias na IC, ja que sdo distintas fisiologicamente.

A auséncia do efeito anticontratil do PVAT da aorta abdominal possivelmente
ocorra, Visto que essa artéria possui maior rigidez e, assim, ndo necessita de fatores
adicionais liberados pelo PVAT para a realizagdo das suas funcgdes, ao passo que a
elasticidade é de grande importancia na aorta toracica, assim, fatores que aumentem a sua
dilatacdo sdo relevantes nesse segmento.

A auséncia do efeito anticonratil do PVAT da aorta abdominal foi confirmada
pela inexisténcia de modificagdo no PVAT da aorta abdominal, pela auséncia de
alteracdes nos marcadores de tecido adiposo marrom, bege e branco e por mudangas na
quantidade desse tecido entre os grupos. O treinamento combinado foi capaz apenas de
aumentar a expressao do marcador de tecido adiposo bege no PVAT do ICt, todavia essa
modificacdo ndo foi capaz de trazer beneficios funcionais a esse tecido, ja que o PVAT
da aorta abdominal ndo apresenta efeito anticontratil, como demostrado anteriormente
(VICTORIO et al, 2016b; WATTS et al., 2011).

Quando a reatividade vascular, na auséncia do PVAT, foi avaliada na aorta
abdominal, observou-se que os animais com IC apresentavam uma menor modulacéo do
endotélio, demonstrando que, assim como na aorta toracica, a aorta abdominal dos
animais com ICs apresentavam disfuncdo endotelial e uma menor producéao de NO.

Assim como ocorreu na aorta toracica, na aorta abdominal dos animais com
IC havia uma maior expressao proteica da eNOS, apesar na reduzida biodisponibilidade
observada na avaliacdo funcional com o inibidor da NOS. Isso sugere mais uma vez que
a IC provoque o desacoplamento da eNOS.

O treinamento combinado foi habil em reverter esse dano endotelial nos anéis
de aorta abdominal, por aumentar a biodisponibilidade de NO e reduzir a expressdo
proteica da eNOS, possivelmente pela capacidade de reverter o desacoplamento da eNOS.

Gao e colaboradores (2012) demonstram que o0 desacoplamento da

eNOS/deficiéncia do BH4 predispbe a formacgdo de aneurisma na aorta abdominal. Os
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autores sugerem que tratamentos que visem restabelecer a funcionalidade da eNOS sejam
importantes para prevenir o surgimento e a evolugdo do aneurisma nessa artéria. Desta
forma, o protocolo de treinamento combinado foi eficiente em promover beneficios a esse
leito, sendo uma ferramenta eficiente para reverter os danos endoteliais causados pela IC.

Segundo Padilla e colaboradores (2013), a expressdo de genes inflamatorios,
marcadores de infiltracdo e de células imunes foram maiores no PVAT abdominal do que
no PVAT da aorta toracica. Apesar disso, dentre os marcadores pro-inflamatérios
avaliados, apenas a IL-6 esteve aumentada com a IC. Por outro lado, a expressao do gene
da IL-10 estava aumentada em ambos 0s grupos que foram submetidos ao treinamento
combinado.

Como citado acima, a aorta abdominal est4 mais suscetivel a doencas como
aneurismas e ateroscleroses, dessa forma, possivelmente apresente menores prejuizos na
IC quando comparada a aorta toracica que apresentou prejuizos na fungédo endotelial e do
PVAT. Os efeitos vasculares ndo sdo generalizados, ou seja, nem os danos promovidos
por diferentes doencas nem os beneficios adquiridos pelo treinamento estdo presentes em
todos os leitos vasculares ou terdo a mesma amplitude (ZHU et al., 2013; STASSEN et
al., 1997). Isso ocorre devido a especificidade de cada leito vascular, além disso, como ja
enfatizado anteriormente, as diferencas no PVAT, que reveste cada vaso, interferem de
diferentes formas no controle do tdnus vascular e na liberacdo de diferentes fatores
vasoativos (VICTORIO et al., 2016; PADILLA et al., 2013).

E importante enfatizar que a auséncia de efeitos do treinamento combinado
nos animais SOt provavelmente ocorra pela intensidade do treinamento utilizada. O
protocolo de treinamento utilizado no presente trabalho é de intensidade moderada (40-
60% da capacidade maxima), seguindo as recomendac¢fes adequadas para pacientes com
IC (PIEPOLI et al., 2011; POLLOCK ET AL., 2000). Desta forma, hipotetiza-se que 0s
animais SOt necessitariam de uma maior intensidade de exercicio para obterem

beneficios, ja que esses sdo animais saudaveis (POLLOCK ET AL., 2000).
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6. CONCLUSAO

6.1. Avaliacdo do papel do PVAT na reatividade vascular da aorta toracica dos ratos
com insuficiéncia cardiaca

O prejuizo na fungdo anticontratil do PVAT na aorta toracica de animais com
IC envolve a participacdo dos componentes do SRA, estando associada a maior ativacao
da ECA-1, provavelmente, via angiotensina Il, e a participacdo dos receptores AT1 e
AT2, os quais podem contribuir com o estresse oxidativo e prejuizo da modulagéo

nitrérgica observados.

6.2. Avaliacdo da influéncia do treinamento combinado (aerébio e resistido) na
resposta anticontratil do PVAT da aorta toracica e abdominal de ratos saudaveis e
com insuficiéncia cardiaca

O treinamento fisico combinado € capaz de restabelecer, pelo menos em
parte, o padrdo de expressao do tecido adiposo que compde o PVAT da aorta toracica dos
animais do grupo IC, induzindo o browning, melhorando a funcao anticontratil e o perfil
inflamatorio. Por outro lado, o efeito anticontratil do PVAT néo foi observado na aorta
abdominal. Porém, o treinamento fisico combinado foi eficaz nos anéis de aorta
abdominal de animais com IC em melhorar a hiperreatividade a fenilefrina de maneira

dependente do endotélio via NO.
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