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RESUMO

PAULA, S. M. Treinamento fisico aerobio reverte o edema periférico, restaura o ténus
miogénico e o remodelamento vascular em artéria tibial caudal de ratos com
insuficiéncia cardiaca. 2017. 121f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Séo Paulo, 2017.

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome que apresenta sintomas como fadiga e

intolerancia ao exercicio, além de sinais como edema periférico (EP). AlteracGes referentes a
intolerancia ao exercicio tém sido atribuidas a modificacdes da musculatura esquelética (ME)
e a alteracbes de fluxo sanguineo, o qual se encontra atenuado na IC durante o exercicio.
Tem-se relatado ainda prejuizo na reatividade vascular das artérias que irrigam a ME, porém
ndo ha consenso quanto a resposta dependente do endotélio, ou quanto a constricdo miogénica
(CM). O prejuizo na CM acarretaria uma falha na perfusdo causando aumento na pressao
hidrostatica capilar, levando ao surgimento de EP. Diversos estudos tém associado
complicagBes cardiovasculares as mudancgas estruturais e mecanicas arteriais, contribuindo
para o agravamento da IC. Como o treinamento fisico (TF) amplifica a funcdo endotelial e a
CM em individuos e animais sauddveis e tem reconhecido beneficio sobre o sistema
cardiovascular na IC, testou-se a hipdtese de que a IC induz disfungéo na reatividade vascular
e no remodelamento em artéria tibial caudal (ATC) de ratos, e que o TF é capaz de melhorar
esses parametros e reverter sinais como o EP. Ratos Wistar foram submetidos a oclusdo da
artéria coronéria descendente anterior ou falso operado (SHAM). Ap6s 4 sem., 0s animais
foram caracterizados como IC por meio do ecocardiograma (FE<35%) e da quantificacdo do
BMP plasmatico (>0,3+0,02 ng/mL), e, em seguida foram divididos em sedentérios (SHAMs
e ICs) e treinados (SHAMt e ICt, esteira, 5 vezes/ sem., 8 sem.). O grupo ICs apresentou uma
reducdo da distancia percorrida no teste de esforco escalonado e o TF aumentou esse
parametro em ambos os grupos. O volume da pata, avaliado por hidropletismometria, foi
maior nos ICs e o TF reverteu 0 mesmo para o nivel observado no SHAMs. Apesar da
vasodilatacdo a acetilcolina ndo estar modificada na ATC dos grupos avaliados, a CM foi
deflagrada a partir de 100 mmHg nos SHAMs, abolida nos ICs, amplificada nos SHAMt e
restaurada nos ICt. O inibidor da ROCK (Y-27632, 1 uM) reduziu a CM em todos 0s grupos
estudados. Ao se avaliar a mobilizacdo de calcio nas ATC, observou-se aumento da contragédo
induzida por noradrenalina (10 pM) em auséncia de Ca?* extracelular nas ATC de ICt,
indicando um aumento na cinética do célcio intracelular (Ca®";), sem alteracdo no influxo de
Ca®*. A expressdo proteica da razio SERCA-2/Fosfolambano e da ROCK 11 foi aumentada
nas ATC dos ICt. As ATC dos ICs apresentaram aumento do diametro interno (D;) sem
alteracdo da area de secgdo transversa; o TF foi capaz de restaurar o D; para o nivel observado
nos SHAMs. Confirmando a presente hipotese, ATC dos ICs apresentam CM prejudicada e
um remodelamento eutrofico para fora que contribuem para a geragdo do EP. O TF foi efetivo
em restaurar a CM e o remodelamento vascular em ATC, revertendo conjuntamente o EP. Os
presentes resultados também sugerem que o0s ajustes na CM induzidos pelo TF estdo
associados a uma melhora na mobilizacgdo do Ca®*; e na sensibilizacdo das proteinas
contrateis.

Palavras-chave: Insuficiéncia cardiaca. Treinamento fisico. Edema periférico. Resposta
miogénica. Cinética do célcio. Sensibilizacéo ao calcio.



ABSTRACT

PAULA, S. M. Aerobic physical training reverses peripheral edema, restores myogenic
tone and vascular remodelling in caudal tibial artery of rats with heart failure. 2017. 221
p. Ph. D. Thesis (Human Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, 2017.

Heart failure (HF) is a syndrome that presents symptoms such as fatigue and exercise
intolerance, as well as peripheral edema (PE). Exercise intolerance is associated with changes
in skeletal muscle (SM) and in blood flow regulation, which is attenuated in HF during acute
exercise. In addition, an impairment of vascular reactivity in arteries that feed SM has also
been described, but there is no consensus regarding endothelium-dependent or myogenic
constriction (MC) responses. It is well known that impairment of MC would cause, under
perfusion, an increasing hydrostatic pressure at capillary levels, leading to the onset of PE.
Several studies have associated cardiovascular adjustments to structural and mechanical
arterial changes, contributing to the worsening of HF. As physical training (PT) enhances
endothelial function and MC in healthy individuals and animals and has been recognized for
its beneficial effects on the cardiovascular system in HF, it was hypothesized that HF induces
dysfunction in vascular reactivity and remodelling in caudal tibial artery (CTA) of rats, and
that PT is able to improve these parameters and revert PE. Male Wistar rats were submitted to
occlusion of coronary artery or false operated (SHAM). After 4 weeks, the animals were
characterized as HF by echocardiogram (ejection fraction <35%) and quantification of plasma
BNP (>0.3 £+ 0.02 ng/mL), and then divided into sedentary (SHAMs and HFs) and trained
(SHAMLt and HFt, treadmill, 5 times/ week, 8 weeks). The HFs group presented a reduction of
the distance covered in the maximum exercise test and the PT increased this parameter in both
groups. Paw volume, measured by hydroplethysmometry, was higher in the HFs and the PT
reverted. Although vasodilation-induced by acetylcholine was not modified in the CTA
among groups, MC was triggered at 100 mmHg in SHAMs, abolished in HFs, amplified in
SHAMLt and restored in HFt. ROCK inhibitor (Y-27632, 1 uM) reduced MC in all groups
studied. Calcium (Ca®*) mobilization was evaluate in CTA, noradrenaline (10 uM)-induced
contraction in the absence of extracellular Ca** was higher in HFt, indicating an increase in
intracellular calcium (Ca”") kinetics, without changes in Ca®* inflow. SERCA-
2/Phospholamban ratio and ROCK |1 protein expression were increased in the CTA of the
HFs. CTA of HFs showed increase of the internal diameter (D;) without cross section area
alteration; PT was able to restore D; to SHAMs level. In line with the present hypothesis,
CTA of HFs has impaired MC and an outward eutrophic remodelling that contribute to the
PE. PT was effective to restore MC and vascular remodelling in CTA and to reverse the PE.
In addition, MC adjustments induced by TF are associated with an improvement in Ca*
mobilization and contractile proteins sensitization.

Keywords: Heart failure. Physical training. Peripheral edema. Myogenic response. Calcium
kinetics. Calcium sensitization.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares representam a principal causa de morte e
incapacidade no mundo (World Health Organization - WHO, 2013). No Brasil, segundo
dados do Departamento de informatica do Sistema Unico de Salde, aproximadamente 31%
das mortes por doencas cardiovasculares resultam diretamente de infarto do miocéardio
(RIPSA, 2013), o qual foi a principal causa de 6bito no ano de 2014 no municipio de Sé&o
Paulo, segundo dados da Secretaria Municipal de Saude de Sao Paulo (TABNET, 2015).

O infarto do miocéardio (IM) é caracterizado por um desequilibrio entre a demanda
e 0 suprimento de oxigénio para o miocardio (LEE; CANNON, 2005). Com base em fatores
etioldgicos, o IM pode ser classificado em espontaneo (IM tipo 1), o qual esta relacionado a
ruptura da placa aterosclerética levando a embolia com necrose miocitaria subsequente, ou em
secundario decorrente de desequilibrio isquémico (IM tipo 2), o qual é observado em casos de
aterosclerose fixa & parede arterial reduzindo o fluxo coronariano. Ainda o IM pode ser
decorrente de vasoespasmo coronariano e/ ou disfuncdo endotelial, além de outras causas
menos comuns (LEE; CANNON, 2005; THYGESEN et al.,, 2012). Como 0 cora¢do nao
possui estoque de oxigénio e depende quase inteiramente do metabolismo aerdbio para prover
suas altas taxas de consumo energético, apds segundos de oclusdo coronariana, a tensao de
oxigénio cai rapidamente e ocorre disfungdo ventricular esquerda (KERN, 2005).

A perda tecidual decorrente do IM e a disfuncdo do ventriculo esquerdo (VE)
iniciam um processo chamado remodelamento ventricular (BOLOGNESE; CERISANO,
1999), caracterizado por alteracfes da geometria ventricular, as quais podem influenciar no
surgimento da insuficiéncia cardiaca (IC) (ANQUENOT et al., 1992).

Clinicamente, a IC pode ser definida como uma sindrome na qual os pacientes
apresentam sintomas tipicos, como dispneia, edema pulmonar, hepatico ou de membros e
intolerancia aos esforgos fisicos, e sinais como pressdo venosa jugular elevada, crepitacéo
pulmonar e batimento do apice de VE deslocado, resultado das anormalidades estruturais e
funcionais cardiacas que levaram & falha do coracdo em fornecer oxigénio a uma taxa
compativel com os requisitos da metabolizagdo tecidual (MCMURRAY et al., 2012).

Nesse sentido, efeitos da IC podem repercutir em diversos orgaos e tecidos como
é o caso dos vasos sanguineos, relatado em diversos estudos avaliando relaxamento
dependente do endotélio mostrando prejuizo (COUTO et al., 2015; BEN DRISS et al., 2000;
VARIN et al., 1999) ou manutencdo da resposta vasodilatadora (BEN DRISS et al., 2000)
bem como prejuizo da resposta contratil (BEM DRISS et al., 2000; PEREIRA et al., 2005), o
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que sugere relacdo entre a funcdo vascular e a evolucdo da IC. QOutro fator de regulacdo do
fluxo sanguineo que pode estar afetado na a IC é a resposta miogénica, como 0 aumento da
constricdo miogénica observado em artéria cerebral posterior (YANG et al., (2012) e em
artéria mesentérica (GSCHWEND et al., 2003), o que sugere um distdrbio da autorregulacéo
do fluxo sanguineo e da regulacdo da resisténcia vascular periférica. Além das alteracdes na
reatividade vascular, levanta-se também a questdo no presente estudo sobre a presenca de
modificagdes na estrutura e mecanica vascular (remodelamento vascular) presentes na IC,
uma vez que alteracdes hemodindmicas, além da ativacdo do sistema renina-angiotensin-
aldosterona (SRAA), estresse oxidativo e elevacdo das concentragcBes plasmaticas de
endotelina estdo presentes na IC (LEVINE et al., 1982; MCMURRAY et al., 1992;
SCHIFFRIN, 2005).

Sabe-se que o treinamento fisico (TF) aerdbio na IC resulta em melhora de
sintomas como a intolerancia ao exercicio (HAMBRECHT et al, 1995; PINA et al, 2003),
além de melhorar a fungdo endotelial (HAMBRECHT et al., 2003; KEMI et al., 2013;
VARIN et al., 1999). Porém ainda é desconhecido o efeito do TF na resposta miogénica e

estrutura e mecanica vascular associados a IC ap6s IM.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infarto do miocardio

O IM, especialmente aquele onde hd uma grande &rea envolvida, produz alteracéo
na topografia em ambas as regides: infartada e ndo infartada do ventriculo, a qual pode afetar
a funcdo ventricular (PFEFFER e BRAUNWALD, 1990). Como o IM mais comumente
envolve o VE e o septo interventricular, as alteracbes na funcdo sistélica do VE sdo mais
pronunciadas (ANTMAN; BRAUNWALD, 2005; PASTERNAK et al., 2003). Dessa forma, a
perda de tecido viavel do miocérdio e a consequente disfuncdo do VE leva a redugdo do
débito cardiaco (DC), a qual induz uma ativacdo neuro-humoral que, em conjunto com as
alteracdes no VE decorrentes da reducdo da espessura, alongamento do territorio infartado e
hipertrofia do segmento saudavel sem aumento da espessura da parede (hipertrofia
excéntrica), iniciam o processo conhecido como remodelamento ventricular (ANQUENOT et
al., 1992; BOLOGNESE; CERISANO, 1999; MILL et al., 2011; VAUGHAN; PFEFFER,
1994).

Modelos animais de IM também tém sido desenvolvidos como estratégia para o
estudo das alteracGes fisiopatoldgicas decorrentes da oclusdo coronariana, como 0 modelo em
ratos (MILL et al., 1990; PFEFFER et al., 1979; STEFANON et al., 1994; ZORNOFF et al.,
2009), em cées (KAISER et al., 1989; REIMER et al., 1977) e suinos (GARCIA-DORADO et
al., 1987; LUKACS et al., 2012). Entre outros fatores, as alteracdes morfoldgicas e funcionais
decorrentes desses modelos muito se assemelham aquelas encontradas em humanos apds o IM
(FISHBEIN et al., 1978; GABALLA; GOLDMAN 2002; KLOCKE et al., 2007; PFEFFER et
al., 1984; ZORNOFF et al., 2009).

Embora o remodelamento ventricular apds o IM parega representar um processo
de ajuste cardiaco visando restaurar o desempenho do coragéo, conservando assim o volume
sistélico e o DC por meio de mudancas geométricas e estruturais do VE, o processo de
dilatacdo e hipertrofia ventricular pode ser indesejavel como efeito a longo prazo na funcéo
ventricular esquerda global e no prognéstico clinico (COLUCCI; BRAUNWALD, 2005;
FISHMAN, 1984; VAUGHAN e PFEFFER, 1994;). Essas alteracbes da geometria
ventricular, em particular a dilatacdo da camara cardiaca, podem influenciar na incidéncia de
insuficiéncia cardiaca (IC) (ANQUENOT et al., 1992).
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2.2 A insuficiéncia cardiaca

A IC é caracterizada como a incapacidade do coracdo em ajustar o DC as
necessidades metabolicas do organismo, evoluindo para uma desproporcdo entre carga
hemodindmica e a capacidade cardiaca de suporta-la (FISHMAN, 1984).

Tanto no IM quanto na IC ocorrem ajustes neuro-humorais, como o aumento da
descarga simpatica e a liberacdo de hormonios como a angiotensina Il e a endotelina
(FRANCIS et al., 1990; VANHOUTTE, 1983). Esses hormonios auxiliam na tentativa de
manter a pressdo arterial, por meio da restauracdo ainda que parcial do DC e do aumento da
resisténcia vascular periférica; assim, conservam a perfusdo de tecidos essenciais como
encéfalo e coracdo a custa de pronunciada vasoconstricdo nos leitos vasculares renal,
pancreatico e intestinal, bem como uma vasoconstricao periférica generalizada, aumentando a
pos-carga do coracdo (FRANCIS et al, 1990; VANHOUTTE, 1983). Porém, uma
venoconstricdo periférica também ocorre, e juntamente com o aumento do volume sanguineo
circulante, leva ao aumento da pré-carga cardiaca (COLUCCI; BRAUNWALD, 2005). Dessa
forma, a longo prazo, 0 aumento tanto da p6s-carga como da pré-carga torna-se deletério para
0 coracao, uma vez que esse 0rgao teve uma perda de massa ocasionada pelo proprio quadro
isquémico apresentando prejuizo tanto em sua propriedade inotropica como lusitropica.
Quadro este que levara a progressao do IM paraa IC.

Devido a essas alteracdes, clinicamente a IC é definida como uma sindrome na
qgual os pacientes apresentam sintomas tipicos como dispneia e fadiga o0s quais
frequentemente limitam suas atividades cotidianas e tornam a intolerancia ao exercicio uma
caracteristica marcante da IC (OLSON et al., 2010). Os pacientes podem ainda apresentar
retencdo de fluidos produzindo sinais congestivos como edema tanto pulmonar e quanto
periférico (edema de tornozelo) (MCMURRAY et al., 2012; WILSON et al., 1986a; ZELIS;
FLAIM, 1981).

Baseada na severidade dos sintomas da IC e na limitacdo de atividade fisica a
New York Heart Association (NYHA) propde a seguinte classificacdo funcional: Classe | — o
paciente ndo apresenta limitacdo a atividade fisica; Classe Il — o paciente apresenta ligeira
limitacdo a atividade fisica, como o surgimento de dispneia, fadiga ou palpitacbes, porém o
paciente encontra-se confortdvel em repouso; Classe Il — o paciente apresenta limitacéo
acentuada a atividade fisica resultando em dispneia, fadiga ou palpitacfes, mas sente-se
confortavel em repouso; Classe IV — incapaz de realizar qualquer atividade fisica sem



22

desconforto e mesmo em repouso, 0s sintomas podem estar presentes (MCMURRAY et al.,
2012).

Sintomas relativos a intolerancia ao exercicio tem sido atribuidos a subperfuséo
do musculo esquelético, que resulta do diminuido débito cardiaco (SULLIVAN et al., 1989;
WILSON et al., 1984), enquanto outros estudos relacionam a fadiga em pacientes com IC a
alguma anormalidade intrinseca do musculo esquelético (DALA LIBERA et al., 2004;
JONES; WOODS 2003). De fato, reconhece-se que em humanos o aumento do fluxo
sanguineo para 0 musculo durante o trabalho muscular, como ocorre com o0 exercicio,
encontra-se atenuado na IC (DREXLER et al., 1992; HIROOKA et al., 1994; ZELIS et al.,
1968) e, esse fato deve-se ao prejuizo da vasodilatacdo dependente do endotélio que pode ser
observado em doengas cardiovasculares como o IM e a IC tanto em humanos (BANK et al.,
1994; KATZ et al., 1992; KUBO et al., 1991; ZELIS; FLAIM 1981) quanto em animais
(BAUERSACHS et al., 1999; BERGES et al., 2005; COUTO et al., 2015).

2.3 Reatividade vascular

2.3.1 Resposta vasodilatadora e vasoconstritora

Sabe-se que o endotélio vascular desempenha um papel importante na regulacao
do ténus vascular, liberando fatores de relaxamento e contracdo derivados do endotélio
guando ativado por neurotransmissores, horménios, autacoides ou estimulos fisicos (BUSSE;
FLEMING, 2003; FLAMMER; LUSCHER, 2010; FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).
Entre as substancias vasodilatadoras produzidas no endotélio estdo os fatores de relaxamento
derivados do endotélio (EDRFs): éxido nitico (NO) (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980),
prostaciclina (PGIl,) (MONCADA; VANE, 1979) e o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF) (FELETOU; VANHOUTTE, 2009). Entre os fatores contrateis derivados
do endotelio (EDCFs) estdo: a endotelina, as prostaglandinas, a angiotensina Il e as especies
reativas do oxigénio (ROS) (RUBANYI; VANHOUTTE, 1986; DAVEL et al., 2011). Dentre
0s EDRFs, NO ¢ considerado uma das substancias vasodilatadoras cruciais na regulagdo do
tonus vascular e da resisténcia vascular (FLAMMER; LUSCHER, 2010; FURCHGOTT;
ZAWADZKI, 1980; MONCADA et al., 1991). Assim, alteracdes na funcao endotelial, como
o0 desequilibrio entre a liberacdo e/ou biodisponibilidade entre os EDRFs e os EDCFs, podem
resultar em disfungéo endotelial (DAVEL et al., 2011).



23

Estudos em pacientes com IC tém demonstrado prejuizo na resposta
vasodilatadora & acetilcolina (ACh) na circulag&o periférica do antebraco em comparagdo com
individuos saudaveis (DREXLER et al., 1992; KATZ et al., 1992; KUBO et al., 1991;
SCHWARZ et al., 1994). Entretanto, Bank e cols. (1994) observaram que a vasodilatacdo
dependente do endotélio ndo se mostrou prejudicada na artéria braquial de pacientes com IC
quando comparados com individuos saudaveis. Em conjunto, esses estudos sugerem que O
prejuizo a vasodilatacdo dependente do endotélio ndo esta uniformemente presente em todas
as artérias e nem totalmente esclarecido, como ja foi relatado por Zelis e Flaim (1982). No
mesmo sentido, estudos realizados com artérias provenientes do modelo de IM em ratos
mostraram reducdo, nenhuma alteracdo ou mesmo aumento no relaxamento dependente do
endotélio em diferentes tempos pds-IM (BAGGIA et al., 1997; BAUERSACHS et al., 1999;
BERGES et al., 2005; BEM DRISS et al., 2000; COUTO et al., 2015; DA CUNHA et al.,
2004; ONTKEAN et al., 1991; VARIN et al., 1999), o que sugere relacdo entre a funcéo
endotelial no IM e sua progressdo para IC com o tempo transcorrido desde o evento
isquémico e o tipo de vaso ou leito vascular avaliado.

Estudo do nosso grupo de pesquisa encontrou reducdo no relaxamento dependente
do endotélio em artéria coronaria septal de ratos com severa disfuncdo ventricular esquerda
(IC) ap6s um periodo de 4 semanas de IM associado & diminuicdo da producdo de NO e
estresse oxidativo (COUTO et al., 2015). Esses dados vao ao encontro de outros estudos que
relataram reduzida expressdo do RNAm da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) em artéria
do masculo gracil de ratos com 11 semanas de IM (VARIN et al., 1999) e em artéria
pulmonar de ratos com 4 meses de IM (BEN DRISS et al., 2000). Por outro lado, nosso grupo
de pesquisa também encontrou um aumento da vasodilatacdo dependente do endotélio
induzida pela acetilcolina, associada a uma maior expresséo proteica da eNOS e producdo de
NO em artéria coronéria de ratos com leve disfungdo ventricular esquerda ap6s um periodo de
4 semanas de IM (COUTO et al., 2015). O que esta de acordo com dados que demonstram
um aumento da expressdo do RNAm da eNOS em aorta torécica de ratos 8 semanas pos-IM
(BAUERSACHS et al., 1999). Tais achados podem indicar um mecanismo de compensagdo
das artérias na tentativa de manter um adequado controle da perfusdo e nutrigdo tecidual
(COUTO et al., 2015). Entretanto, sdo necessarios estudos nesse sentido, tendo em vista a
variabilidade dos achados na literatura e a complexidade dos mecanismos subjacentes, que
ainda ndo inteiramente esclarecidos. O que é bem conhecido, no entanto, é que a perda da
biodisponibilidade de NO pode agravar a disfungdo do VE em fungdo do aumento da

vasoconstricdo periférica, da vasoconstricdo coronariana e do aumento do consumo de
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oxigénio do miocardio (KIOWSKI et al., 1998; RECCHIA et al., 1998; WANG et al., 1994),
0 que pode contribuir para o agravamento do quadro de IM.

Semelhante ao que ocorre com a resposta vasodilatadora dependente do endotélio,
também se pode observar marcante heterogeneidade quanto a resposta contratil em artérias
como uma atenuacdo da resposta contratil a fenilefrina em artéria pulmonar 4 meses apds o
evento isquémico (BEN DRISS et al., 2000) e em leito vascular da cauda 4 semanas pds-IM
(PEREIRA et al., 2005). Possiveis mecanismos que podem explicar essas alteracfes na
resposta contratil pés-IM incluem: reducdo da producdo basal de NO (TEERLINK et al.,
1994), aumento da producdo de anion superéxido (FEARON; FAUX, 2009), elevada
producéo de EDCFs (VANHOUTTE, 1996), ativacdo da isoforma induzivel da sintase de NO
(iNOS) (MILLER et al., 2000; SARTORIO et al., 2005; STATHOPULOS et al., 2001),
dessensibilizacdo e downregulation de receptores B-adrenérgicos (GABALLA et al., 2001),
reducéo do influxo de fons célcio (Ca**) estimulado por agonista a;-adrenérgico (STASSEN
et al., 1997) ou ainda mudancgas hemodindmicas associadas a alteragdes estruturais da parede
vascular, que possam modificar a sinalizacdo intracelular (POURAGEAUD; DE MEY, 1998).

Por sua vez, ndo se pode descartar que possivelmente esteja em acdo um sistema
vasodilatador contra regulador, com o objetivo de manter o controle da perfuséo tecidual e,
portanto um quadro de IC compensada, protegendo 0s vasos de excessiva vasoconstri¢do
(PUNZENGRUBER et al., 1986), pois sabe-se que a vasoconstricdo sistémica € um
importante mecanismo compensatorio e que inumeros fatores contribuem para a sua génese e
agravamento, tais como: diminuicdo do DC, o qual contribui para uma reducdo da tensdo de
cisalhamento sobre as células endoteliais, levando a reducdo da liberagdo de NO
(VANHOUTTE, 1996); aumentada ativacdo simpética (BARRETTO et al., 2009); ativacédo
do SRAA (FRANCIS et al., 1990) e elevacdo das concentracBes plasmaticas de endotelina
(STEVENSON; FONAROW, 1992).

2.3.2 Resposta miogénica

Além dos fatos descritos acima, outro mecanismo que contribui
significativamente para a autorregulacdo do fluxo sanguineo (isto €, a manutencdo do fluxo
dentro de valores relativamente constantes e adequados a demanda metabdlica local, apesar de
possiveis variagbes na pressdo arterial) € a resposta miogénica (JOHNSON, 1986;
SHUBERT; MULVANY, 1999). A resposta miogénica refere-se aos ajustes do tdnus

vasomotor em consequéncia de alteracfes na pressdo transmural (Pressdo intravascular —
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Pressdo extravascular). Logo, o aumento da pressdo transmural resulta em resposta
vasoconstritora e, a reducdo da mesma resulta em resposta vasodilatadora (DAVIS; HILL,
1999; SHUBERT; MULVANY, 1999), em uma tentativa de manter a pressdo a jusante
constante.

E importante salientar que o fendmeno autorregulatério é eficaz dentro de um
intervalo limitado de valores da presséo arterial. Uma vez que o intervalo seja ultrapassado, o
fluxo sanguineo muda em conformidade com as mudancas na pressao de perfusdo e um ajuste
compensatdrio ja ndo é possivel (BAYLISS, 1902; JONES; BERNE, 1964). Além disso, vale
ressaltar que mesmo em presenca de uma presséo arterial basal, 0s vasos ndo se encontram
inteiramente relaxados, mas exibem um nivel espontdneo de constri¢cdo, conhecido como
ténus basal ou tbnus miogénico (DAVIS; HILL, 1999).

Em diversos leitos vasculares a resposta miogénica contribui para a
autorregulacdo do fluxo sanguineo como no leito renal, encefalico (onde é especialmente mais
pronunciada), coronariano, mesentérico e no muscular esquelético (MULLER et al., 1996;
FARACI et al., 1989; ROMAN e HARDER, 1993; GSCHWEND et al., 2003; SUN et al.,
1994). Nesses leitos a regulacdo local do fluxo sanguineo ocorre nas artérias de pequeno
calibre e nas arteriolas, os principais segmentos de resisténcia da microcirculacdo
(GRANGER et al., 1976; MULVANY e AALKJAER, 1990).

Dessa forma, pode-se afirmar que a resposta miogénica participa de trés
importantes funcdes fisioldgicas: 1) da autorregulacdo do fluxo sanguineo e, por sua vez, da
manutencdo da pressdo hidrostatica capilar, 2) do estabelecimento de um ténus vascular basal
e 3) da regulagéo da resisténcia vascular periférica (BAYLISS, 1902; JONES; BERNE, 1964;
MELLANDER, et al., 1987).

Entre os muitos mecanismos celulares que respondem ao estimulo mecénico do
estiramento da membrana e que estdo por tras da resposta miogénica, sabe-se que canais para
calcio operados por voltagem tipo-L (Cayl.2) desempenham papel obrigatério na
despolarizacéo das células do musculo liso vascular, levando ao aumento da concentracéo de
Ca®" intracelular (Ca*";)) (KARIBE et al., 1997; WESSELMAN et al., 1996). Canais para
cations “ndo seletivos”, como os canais potencial receptor transiente na sua subfamilia
vaniléide (TRPV1-6 e TRPV4) os quais s&o seletivos para influxo de Ca®* e fons sédio (Na*),
também tem importante participacdo na regulacdo dos Cayl.2 (MORITA et al., 2007;
WELSH et al., 2002), além de serem candidatos a canais mecanossensiveis (CHRISTENSEN;
COREY, 2007). Ainda com relacio & mobilizagdo do Ca?* a partir do meio extracelular, tem

sido sugerida a participacdo do trocador Na*/Ca** (NCX), o qual sob impulso dos canais
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TRVP funcionaria no seu modo reverso (extrusdo de Na'/ entrada de Ca®*") (RAINA et al.,
2008).

Trabalhos avaliando a mobilizagdo do Ca®*; também sugerem que a Ca**-ATPase
do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) (GOTO et al., 2014) e o receptor de rianodina (RYR)
(WATANABE et al., 1994) também podem ser modulados pelo estiramento da membrana,
alterando o gradiente idnico e a disponibilidade de Ca?".

Autores mostram ainda que o receptor de rianodina (RYR) também pode estar
relacionado com a fase inicial de manutencdo da resposta miogénica, mas ndo com o seu
disparo (WATANABE et al., 1994). Paralelamente a despolarizagdo, estudos demonstraram
que, em resposta ao aumento da tensdo da parede hd aumento da ativagdo da fosfolipase C
(PLC) e geracdo de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) (BAKKER et al., 1999; MEININGER,;
DAVIS, 1992; NARAYANAN et al., 1994), além de sensibilizacdo da maquinaria contratil ao
Ca?* (VANBAVEL et al., 1998).

A sensibilizacdo ao Ca** é o fendmeno no qual estimulos provenientes quer de
agonista excitatorios, por meio de estimulacao de receptores acoplados a proteina G (GOHLA
et al., 2000; KITAZAWAet al., 1991), quer oriundo de despolarizacdo da membrana (MITA
et al., 2002; SAKURADA et al., 2003) sdo capazes de disparar a contracdo do musculo liso
com pouca ou nenhuma elevacéo de concentragdo de Ca**; (OGUT; BROZOVICH, 2003).
Esse mecanismo fisiolégico acontece paralelamente a ativacdo da PLC a qual produz dois
potentes segundos mensageiros: o IP; (que se liga a receptores especificos no reticulo
sarcoplasmatico para liberagéo de Ca®*) e o diacilglicerol (DAG), que ativa a proteina kinase
C (PKC). O complexo Ca?*-calmodulina leva & ativacéo da quinase de cadeia leve de miosina
(MLCK) que fosforila a cadeia leve regulatoria de miosina (RLC,g) que, em conjungdo com a
actina, produz o ciclo das pontes cruzadas. Como a elevagdo da concentracdo de Ca*; é
transiente, a resposta contratil é mantida pelo mecanismo de sensibilizacio ao Ca** o qual
inibe a fosfatase de cadeia leve de miosina (MLCP) (SOMLYO e SOMLYO, 2003; WEBB,
2003). Assim, a0 mesmo tempo, pequenas proteinas G monoméricas (RhoA) ativam a Rho-
kinase (ROCK), a qual aumenta a fosforilagdo da MLCP, inibindo a sua atividade, e
promovendo o estado contratil (OGUT; BROZOVICH, 2003). Outro potencial mecanismo de
sensibilizacdo ao Ca?* é a fosforilacdo da CPI-17 que atua como substrato tanto para a ROCK
quanto para PKC também inibindo a MLCP, agindo em sinergismo com a ROCK (OGUT;
BROZOVICH, 2003).

Nesse sentido, estudos sugerem que a inibicdo da ROCK reduz a forca da resposta
miogénica (SCHUBERT et al., 2002; YEON et al., 2002), bem como aumenta a fosforilacéo
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da subunidade de ligagdo da miosina / alvo da fosfatase (MYPT1) e da RLC,, dependente da
via da ROCK em resposta ao aumento da pressao transmural (JOHNSON et al., 2009).

Outro mecanismo atuante na resposta miogénica, mas como um feedback
negativo, sdo 0s canais para potassio operados por voltagem e 0s canais para potassio ativados
por Ca?* como dois potentes mecanismos repolarizantes, antagonizando o estimulo resultante
do estiramento do musculo liso vascular (KANG et al., 2009). Apesar de inumeros estudos
nesse sentido, muitas questdes ainda precisam ser esclarecidas quanto aos mecanismos
celulares e possiveis vias de sinalizacdo que apoiam a constri¢do miogénica (MURPHY et al.,
2002).

Alguns autores tém demonstrado o prejuizo da resposta miogénica com o avangar
da idade, como observado por Kang e colaboradores (2009) em arteriolas dos musculos s6leo
e gastrocnémio de ratos idosos. A resposta miogénica pode estar exacerbada na hipertensédo
arterial, em estudos realizados em artérias cerebral posterior (OSOL; HALPERN, 1985),
mesentérica (IZZARD et al., 1996) e coronéria de ratos (GARCIA et al., 1997). Em ramos de
primeira ordem de artéria cerebral posterior de camundongos, ap6s 4 a 6 semanas de cirurgia
para inducdo de IM, foi observado um aumento da resposta miogénica, quando comparado
com animais falso operados (SHAM), nos quais a mesma era quase inexistente (YANG et al.,
2012), assim como em artérias mesentéricas de ratos com IC ap6s 12 semanas de IM
(GSCHWEND et al., 2003).

2.4 Estrutura e mecanica vascular

Dadas as alteragdes hemodinamicas presentes no IM e IC e a inter-relacéo entre os
sistemas SRAA e endotelina, presentes no IM e na sua progressdo para a IC, levanta-se a
questdo sobre a presenca de modifica¢fes na estrutura e mecénica vascular presentes no IM e
IC, uma vez que a angiotensina-Il, a aldosterona e a endotelina sdo importantes mediadores de
inflamacédo no sistema vascular (ALVAREZ et al., 2001; DEACON; KNOX, 2010; KEIDAR
et al., 2004;) capazes de induzir remodelamento vascular (AMIRI et al., 2004; BAUMBACH
et al., 2003; PRUTHI et al., 2014). Tais modifica¢es séo conhecidas como remodelamento
vascular (MULVANY, 1999), cuja principal caracteristica ¢ a alteracdo do diametro luminal e
da area de seccdo transversa do vaso. Quanto as alteracbes do diametro luminal, o
remodelamento pode ser classificado como: para fora ou para dentro, dependendo se o
processo resultou em um acréscimo ou reducdo, respectivamente, do didmetro. E, quanto a

area de seccdo transversa como: remodelamento hipertrofico, eutrofico e hipotrofico, que
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seria, respectivamente, um acréscimo, nenhuma alteracdo ou diminui¢do da area de seccdo
transversa do vaso (MULVANY, 1999). Sabe-se que a elasticidade do material que compde a
parede dos vasos e as caracteristicas geométricas desses determinam o que se conhece por
complacéncia vascular (BUDE; RUBIN, 1999; GLASSER et al., 1997;). Assim, componentes
como o musculo liso, a matriz extracelular (elastina, colageno, fibronectina, integrinas), além
do citoesqueleto e das juncdes intercelulares, tornam-se determinantes para as propriedades
estruturais e mecanicas da parede dos vasos (DOBRIN, 1978; MARTINEZ-LEMUS et al.,
2009). Modificacdes desses componentes alteram as caracteristicas estruturais e mecanicas
dos vasos, as quais podem vir a modificar o didmetro luminal, a espessura da parede e/ ou
area de secgdo transversa, dando inicio ao remodelamento vascular (BAUMBACH,;
HEISTAD, 1989; BAUMBACH; HEISTAD, 1991; MULVANY et al., 1996).

O primeiro estudo a relatar o efeito do IM nas propriedades mecanicas e
estruturais de artéria de condutancia foi realizado por Gaballa e colaboradores (1995), os
quais encontraram um aumento da rigidez associado a uma reducéo da espessura da camada
média e aumento da deposicdo de colageno em artéria carédtida em ratos 6 semanas pds-IM.
Entretanto, Mulder et al. (1996) utilizando o mesmo modelo de IM, ndo encontraram
alteracbes de espessura, nem modificacdo no conteldo de coldgeno em artérias femoral e
mesentérica de terceira ordem, apds 1 semana, 30 dias e 1 ano.

Devido a escassez, a divergéncia dos achados e as diferentes metodologias
empregadas na analise das modificacfes estruturais e mecanicas relativas ao remodelamento
vascular associado ao IM e ao TF, se faz necessario estudos mais aprofundados nesse sentido.
Tendo em vista que as artérias de resisténcia sdo os determinantes primarios da resisténcia
vascular e fluxo sanguineo fornecido a uma rede capilar (BASSENGE; MUNZEL, 1988;
MULVANY; AALKJAER, 1990), e que apés o IM ha prejuizo no controle da perfuséo
tecidual em varios territérios como, por exemplo, no musculo esquelético durante o exercicio
(SULLIVAN et al., 1989), faz-se necessario avaliar se alteragdes desses parametros nas
artérias de resisténcia poderiam explicar os sinais e sintomas da IC, tais como a intolerancia
ao exercicio e o edema periférico (ZELIS et al.; 1981; ZELIS; FLAIM, 1981).



29

2.5 Patofisiologia do edema na IC

A patogénese do edema periférico na IC apresenta uma cadeia de eventos
causados pela disfuncdo ventricular sistolica e consequente reducdo do débito cardiaco.
Inicialmente a reduzida pressdo de perfusdo causada pelo baixo débito ativam mecanismos
humorais como 0 SRAA que aumentam o volume sanguineo circulante por meio da reducédo
de excrecdo de sodio e agua (FRANCIS et al., 1990; COLUCCI; BRAUNWALD, 2005). Em
consequéncia ao aumento do volume circulante, somado a disfuncdo da bomba cardiaca e ao
aumento do tonus venoso, ocorre elevagdo da pressédo venosa (WARREN; STEAD, 1944).
Além disso, tem na IC ocorre um prejuizo do retorno linfatico ocasionado por uma
incompeténcia valvular dos vasos linfaticos em consequéncia da sua dilatacdo (MCMASTER,
1937; WEGRIA et al., 1967).

Ernest H. Starling definiu as forcas fisioldgicas envolvidas na manutencdo do
equilibrio para a regulacdo precisa e rapida da quantidade de fluido circulante como a presséo
hidrostatica, a pressdo osmatica e a permeabilidade hidraulica da parede dos vasos sanguineos
(STARLING, 1896). O equilibrio dos fluidos depende da pressdo hidrostatica dentro do
sistema vascular e da pressdo osmatica no fluido intersticial que tendem a promover o
movimento do fluido do espaco vascular para o extravascular. Além da pressdo osmética
constituida pelas proteinas plasmaticas e da pressdo hidrostatica dentro do fluido intersticial,
as quais promovem o movimento do fluido para dentro do compartimento vascular (LEVICK,
1991). Qualquer distarbio nessa delicada homeostase que favoreca a filtracdo (saida de fluido
para fora dos capilares) ou prejudique a reabsor¢do (retorno do fluido para os capilares ou
vasos linfaticos) resultara em edema (CHO; ATWOOD, 2002).

Aspectos das forgas de Starling na IC sdo mais bem estudados no que diz respeito
ao edema pulmonar, o qual esta relacionado a um aumento da pressdo hidrostatica capilar,
associado a reduzida pressdo coloidosmética plasmatica (DA LUZ et al., 1975) e esse
aumento encontra-se associado a piora do prognostico de pacientes com IC (MORISSETTE et
al., 1975).

Niveis elevados de peptideo natriurético atrial (ANP), produzido pelos midcitos
cardicacos e cuja producdo encontra-se elevada na IC (BURNETT et al., 1986), podem
aumentar a condutividade hidraulica capilar e a filtracdo transcapilar sistémica (ALMEIDA et
al., 1986; HUXLEY et al., 1987), a qual pode ser ocasionada pelo escape de albumina do leito
vascular periférico para o intersticio (ZIMMERMAN et al., 1990), podendo ser uma das

causas do edema periférico encontrado na IC.
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2.6 O treinamento fisico

A intolerancia ao exercicio observada na IC pode ser definida como a reduzida
capacidade de realizar atividades que envolvem movimentos dindmicos de grandes grupos
musculares esqueléticos devido a sintomas de dispneia e fadiga, ocasionados pela limitada
capacidade do coracdo em elevar o DC combinado com uma elevada resisténcia vascular
periférica e alteracdes no musculo esquelético que contribuem para uma anormal extracdo de
oxigénio ou liberacdo/ utilizacdo de substratos (PINA et al, 2003). Sabe-se que o TF em
pacientes com IC resulta em uma melhora na tolerancia ao exercicio, avaliado pelo VO, pico
e também pela duracéo do exercicio (HAMBRECHT et al, 1995; PINA et al, 2003); além de
retardar o metabolismo anaerébio e melhorar a capacidade oxidativa dos musculos
esqueléticos (HAMBRECHT et al., 1995), aumentar o fluxo sanguineo e finalmente melhorar
da qualidade de vida desses pacientes (PINA et al., 2003). Assim, o TF tem efeitos benéficos
apos o IM e na IC, tais como: reducgdo dos indices de morbidade e mortalidade (TAYLOR et
al, 2004), reducdo da hiperatividade simpéatica (BACURAU et al, 2009; NEGRAO;
MIDDLEKAUFF, 2008), restauracdao do tdnus parassimpatico reduzido para o coragdo
(ICHIGE et al., 2016), melhora da funcdo do musculo esquelético e prevencdo da atrofia,
além de ser um eficiente tratamento ndo farmacolo6gico para a IC (BRUM et al., 2011).

No que concerne ao IM, foi relatado que o TF iniciado logo ap6s o evento
isquémico reduz a hipoperfusdo miocardica, bem como melhora a funcéao e a contratilidade do
VE, beneficios atribuidos a prevencdo do remodelamento do VE (GIALLAURIA et al.,
2013). De forma semelhante, o TF em esteira rolante, por 10 semanas, em modelo de IC p0ds-
IM em ratos, demonstrou melhora da contratilidade & ativacdo de receptores p-adrenérgicos
em midcitos isolados, efeito pro-angiogénico, além de reducdo tanto do didmetro sistdlico
quanto diastolico do VE quando comparado com os animais com IC sedentarios (LEOSCO et
al., 2008). Campos et al. (2012) relataram que o TF em esteira rolante por 12 semanas, em
ratos pos-IM normalizou a largura dos cardiomidcitos, reduziu a deposicdo de colageno
cardiaco e a dilatacdo do VE e melhorou a funcdo cardiaca, representada por uma elevada
fracdo de encurtamento ventricular e fracdo de ejecéo.

Ha relato de que o TF também é capaz de melhorar a funcdo endotelial, como
observado em estudo com TF em esteira e bicicleta ergométrica por 4 semanas, no qual
obteve-se melhora da resposta vasodilatadora a acetilcolina bem como da resposta a dilatagcdo

mediada pelo fluxo em artéria mamaria interna esquerda de pacientes com doenca arterial
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coronariana (HAMBRECHT et al., 2003). Resposta semelhante foi observada em estudo com
TF de ratos infartados com IC submetidos ao protocolo de natagdo, por 10 semanas, no qual
se observou melhora do prejuizo da resposta vasodilatadora a acetilcolina em artéria do
musculo gracil, bem como melhora na dilatacdo mediada pelo fluxo (VARIN et al., 1999). O
TF em esteira rolante por 8 semanas, em ratas p6s-IM (4 semanas) também melhorou a
resposta vasodilatadora dependente do endotélio em aorta abdominal, por meio de uma via
dependente de NO (KEMI et al., 2013). O TF em pacientes com doenca arterial coronariana
aumentou a expressdo do RNAm da eNOS, a fosforilagdo da eNOS no seu sitio de ativacéo,
residuo Sery177, em artéria mamaéria interna esquerda, provavelmente via Akt (HAMBRECHT
et al., 2003). Além do mais, o TF por 10 semanas, em ratos com IC pés-IM também se
mostrou efetivo na normalizacdo da expressdéo do RNAm da eNOS, a qual se encontrava
reduzida no grupo sedentario, em artéria do muasculo gracil (VARIN et al., 1999). Em
conjunto, esses trabalhos sugerem que a disfungdo endotelial observada nessa enfermidade
pode ser parcialmente restaurada com o TF e que esse parece agir por uma via de sinalizacdo
dependente da NOS.

Em contrapartida, outros estudos tém demonstrado que o TF parece néo interferir
na resposta vasodilatadora na IC, como observado no fluxo sanguineo em resposta a
hiperemia reativa ou em resposta a acetilcolina, a qual foi aumentada em individuos
saudaveis, mas ndo no fluxo sanguineo do braco de pacientes com IC ap6s 4 a 6 semanas de
TF com handgrip (BANK et al., 1998). Também em aorta de ratas com IC, nas quais havia
sido observado prejuizo da vasodilatacdo dependente do endotélio, ndo houve melhora apos 6
semanas de TF (LINDSAY et al., 1992). Nesse sentido, o efeito do TF na reatividade vascular
em presenca de IC cardiaca parece variar segundo o tipo de TF empregado, o leito vascular e
0 agravamento da IC.

Um crescente nimero estudos de tém avaliado ainda o efeito do TF na resposta
miogénica. Entretanto, os ajustes relacionados ao TF parecem diferir quanto a artéria
escolhida e ao musculo ao qual ela irriga. Em trabalhos onde se utilizou o TF em esteira
ergométrica de 10-12 semanas, observou-se que arteriolas do musculo séleo de ratos
saudaveis treinados em esteira ergométrica exibiram resposta miogénica similar aos animais
sedentarios (JASPERSE; LAUGHLIN, 1999). Ja outro estudo com o primeiro ramo
intramuscular da arteriola do musculo séleo houve uma amplificacdo da resposta miogénica
com o TF em animais saudaveis, uma melhora que teve a participacdo dos canais para
potassio ativados por Ca**, 0s quais parecem exercer menor oposicdo & resposta miogénica
com o TF (GHOSH et al., 2015).
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No entanto ainda é desconhecido o efeito do TF associado ao modelo de IM e IC na resposta
miogénica, a qual pode estar envolvida nas alteragdes hemodindmicas, bem como nos ajustes
produzidos pelo TF que o tornam benéfico tanto para individuos saudaveis quanto para
individuos com alto risco cardiovascular (DE WAARD et al., 2010).

Quanto ao remodelamento vascular em artérias, sabe-se que o TF é considerado
como um tratamento ndo farmacol6gico capaz de reduzir a rigidez arterial em pacientes com
hipertensdo arterial (LAURENT; BOUTOUYRIE, 2007). Além disso, ja foi observado que o
TF de 13 semanas em animais hipertensos reduziu a razdo parede/ luz de arteriolas do
musculo gracil (AMARAL et al., 2000), induziu reducdo da presséo arterial acompanhada de
uma normalizacdo da razdo parede/ luz em arteriolas de diferentes musculos esqueléticos
(MELO et al., 2003) e corrigiu tanto a expressao de coldgeno como de fibras elasticas na
camada média de aorta, reduzindo o processo fibrético (JORDAO et al., 2011). Entretanto,
Roque et al. (2013), estudando TF em esteira por 12 semanas em ratos hipertensos néo
observaram alteracdo dos parametros estruturais em artéria coronaria e mesentérica. Porém,
observaram normalizacdo da rigidez e melhora da distensibilidade vascular.

No que concerne ao efeito do TF em modelos de animais de IM ou com IC,
avaliando a estrutura e mecanica de artérias de resisténcia do musculo esquelético, ndo
existem dados na literatura.

A escolha da artéria tibial caudal utilizada para o presente estudo se deu por ser
uma artéria de terceira ordem proveniente da artéria femoral a qual irriga grupos musculares
flexores do membro pélvico de roedores tais como musculos popliteo, flexor longo do halux,
flexor longo dos artelhos e cabeca lateral do musculo gastrocnénio (EKEN et al., 2005; LEAL
et al., 2016), grupos musculares ativos durante o TF.

Fundamentando-se em estudos prévios (GABALLA et al.,1995; GHOSH et al.,
2015; VARIN et al., 1999), a hipdtese do presente estudo foi de que animais com IC por IM
apresentariam disfuncdo vascular, associada a alteracGes estruturais e mecanicas da parede
das artérias tibiais caudais de rato e que o TF seria capaz de melhorar esses pardmetros,
representando, portanto um tratamento efetivo capaz de melhorar sinais da IC como é o caso

de edema de membros inferiores.
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3 OBJETIVO

Estudar o efeito do TF de moderada intensidade, por 8 semanas, em esteira
ergométrica sobre a reatividade e remodelamento (estrutura e mecanica) em artéria tibial
caudal de ratos p6s-1M, com sinais de IC, e na geracdo de edema periférico, buscando avaliar

as vias de sinalizacdo envolvidas nesses ajustes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra de animais

Utilizou-se ratos Wistar com idade de 2 meses adquiridos do biotério de criacdo
do Departamento de Fisiologia e Biofisica da Universidade de S&o Paulo (ICB/USP) e
mantidos no biotério de experimentacdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica do
ICB/USP, em gaiolas, sob condi¢cdes controle de temperatura e ciclo claro-escuro de 12 h,
com livre acesso a agua e a alimentacdo. Os presentes protocolos foram aprovados pelo
Comité de Etica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP sob o n° 118, folha 24, livro 03.

4.2 Obtencdo dos modelos experimentais

Foi realizada oclusdo cirdrgica do ramo descendente anterior da artéria coronaria
esquerda dos ratos, o que resultou em IM. Para tal, os ratos foram anestesiados com uma
solucdo contendo ketamina e xilazina (50 e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.). O coracdo foi
exposto pela toracotomia intercostal. A artéria coronaria descendente anterior foi enlacada por
uma sutura de nylon (7,0) ~ 1mm de sua origem, e entdo, “sutilmente” amarrada. Esse
procedimento causou uma clara e demarcada area ciandtica de isquemia miocardica aguda,
que correspondia a area distalmente irrigada pela artéria. Por meio de tal procedimento visou-
se obter infartos transmurais, caracterizados por necrose isquémica. O grupo controle falso
operado (SHAM), isto é, passou pelas mesmas etapas descritas acima, com exce¢do da
ligadura da artéria coronariana. Os ratos foram inicialmente divididos em 2 grupos, de acordo

com o procedimento cirdrgico: 1) Grupo infarto do miocéardio e 2) Grupo SHAM.

4.3 Avaliacdo da fungéo ventricular

Com a finalidade de avaliar a funcdo do VE, de forma nédo invasiva, foi realizado o
exame ecocardiogréafico transtoracico. Esse foi realizado 4 semanas pds-IM, com o intuito de
identificar precocemente animais que apresentassem maior prejuizo da funcdo ventricular,
sendo classificados como IC, e destind-los para o programa de TF. As medidas
ecocardiograficas seguiram as recomendagdes do Comité de Padronizacdo do modo M da
Sociedade Americana de Ecocardiografia (SAHN et al., 1998), segundo as quais foram

obtidos as medicdes dos volumes internos do VE ao final da diastole (ViVEd) e final da
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sistole (ViVESs) e calculada a fracdo de ejecao (FE) como segue: FE(%) = [(ViVEd — ViVESs)/
ViVEd] x 100. O exame ecocardiografico foi realizado em animais anestesiados com uma
mistura contendo ketamina e xilazina (50 e 10 mg/Kg, respectivamente, i.p.). Em seguida, 0s
animais foram submetidos a tricotomia da regido toracica ventral e mantidos em decubito
dorsal para a realizagcdo do exame utilizando o equipamento Vivid E9 (GE Healthcare,
Noruega) com transdutor 12SD de 4 a 12 MHz. A funcéo sistélica foi avaliada pela fragdo de
ejecdo pelo método de Simpson (SCHILLER et al., 1989), o qual baseia-se na premissa de
qgue o volume total de qualquer objeto pode ser estimado pela soma de diversas fatias do
mesmo objeto.

Apos a avaliagdo ecocardiografica os animais infartados que apresentaram fracdo de

ejecédo < 35% foram incluidos no estudo, os demais foram excluidos.

4.4 Concentracdo plasmatica do peptideo natriurético cerebral

A concentracdo plasmatica de peptideo natriurético cerebral (BNP) foi mensurada
4 semanas po6s-IM também com o objetivo de avaliar a severidade da IC, visto que a
concentracdo plasmatica de BNP correlaciona-se positivamente com o estresse de parede
ventricular (MAEDER, 2010). Assim, sob anestesia inalatéria (halotano, Cristalia, Sdo Paulo,
BR), amostras de sangue (=1 mL) foram rapidamente obtidas do plexo/sinus retro-orbital,
utilizando-se tubo capilar com 1,6 mm de didametro externo e 3,5 mm de comprimento. As
amostras foram coletadas em tubos contendo citrato de sodio (0,1 M), imediatamente
centrifugadas (3000 g por 10 min a 4 °C) e o sobrenadante foi armazenado a -80 °C. As
concentracdes plasmaticas de BNP foram mensuradas por ELISA utilizando um kit para BNP
(ab108815 — BNP 32 Rat, Abcan, USA) de acordo com as instrucfes do fabricante. Todas as
amostras e controles foram testados em duplicata.

Apos a quantificacdo do BNP, os animais infartados que apresentaram nivel
plasmatico em torno de 0,3+0,02 ng/mL foram incluidos no estudo, os demais foram

excluidos do estudo.
4.5 Protocolo de treinamento fisico
O protocolo de treinamento fisico iniciou-se na 42 semana pds-IM apds periodo de

uma semana de aclimatagdo dos animais em esteira ergométrica adaptada para ratos. Durante

0 periodo de aclimatacdo os animais foram postos para correr na esteira diariamente de 15 a
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20 min a uma velocidade de 0,3 a 0,6 Km/h. Ao final do periodo de aclimatacdo os animais
foram submetidos ao primeiro teste esforco maximo, adaptado de AMARAL e colaboradores
(2000), o qual avalia a capacidade aerobia maxima, sendo realizado nas semanas 0, 4 e 8 de
treinamento, com o objetivo de avaliar o desempenho dos animais e reajustar os valores da
velocidade de treinamento. Em conjunto com os resultados obtidos na avaliagdo
ecocardiografica, na quantificacio do BNP e os resultados obtidos do primeiro teste de
esforco os animais foram subdivididos em: 1) controle sedentario (SHAMSs), 2) controle
treinado (SHAMt), 3) IC sedentario (ICs) e 4) IC treinado (ICt). O protocolo de TF aerébico
de moderada intensidade (50% e 60% da carga maxima atingida no teste de esfor¢co com
inclinacdo de 0%), como descrito previamente por AMARAL e colaboradores (2000),
constituiu-se de sessdes realizadas 5 vezes/ semana, por 8 semanas, nas quais o TF iniciou-se
com curtos periodos de 15 a 20 min/ dia, progredindo até chegar a 1 h/ dia ao final da 3?
semana (Figura 1). Os animais dos grupos SHAMs e ICs foram mantidos sedentéarios por
igual periodo de tempo, sendo colocados em esteira na velocidade de 0,3 km/h uma vez por
semana, durante 10 min, de forma a permanecerem habituados a esteira e ao teste de esforco.
Durante 0 mesmo periodo de TF, o peso corporal dos animais foi acompanhado

semanalmente (balanga Acrimet, China).

Figura 1- Animais durante o treinamento fisico em esteira rolante.

4.6 Pletismometria de pata

Para avaliar se os animais com IC apresentavam alteracdo do volume da pata e se
0 TF poderia melhorar essa condicdo, o volume da pata foi mensurado por

hidropletismometria (modelo 7120 Plethysmometer, Ugo Basile, Italy). O pletismémetro €



37

constituido por dois tubos verticais interconectados, onde o tubo 1 (Figura 2B) é usado para
inserir a pata do animal na solugdo e o tubo 2 (Figura 2B), que contém o transdutor,
desenvolve um deslocamento proporcional ao volume mergulhado no tubo 1, medindo o
deslocamento do liquido. Como os tubos sdo preenchidos por uma solucdo eletrolitica
[solugéo de detergente neutro (1:100) contendo NaCl 0,05%] e, uma vez que o eletrodo do
transdutor é sensivel ao deslocamento da &gua, aos ions contidos na solucéo e a temperatura, 0
transdutor é capaz de detectar medidas de volume precisas.

Apdbs a calibracdo do equipamento, foi realizada uma marcacdo na regido
posterior do tornozelo do animal, a fim de delimitar até onde a pata deveria ser imersa na
solucdo. O animal foi confortavelmente contido e teve a pata imersa na solucdo até a
marcacdo do tornozelo (Figura 2A). Dessa forma, o valor correspondente ao volume
deslocado era fixado na tela do equipamento, permitindo o registro do volume da pata. Com o
objetivo de obter medidas precisas, a pata foi mergulhada por trés vezes, para se obter uma
média dos valores. Dessa maneira, 0s dados foram expressos como a subtracdo da média do
volume basal (mL), medido antes da cirurgia de infarto, da média do volume medido trés
meses apos a cirurgia. Todas as medi¢des foram feitas na mesma pata do animal, realizadas

pelo mesmo pesquisador, no mesmo ambiente e sob a mesma temperatura (25° C).

Figura 2 - Pletismometria. A) Manuseio do animal durante a medida de volume de pata (hidropletismometria).
B) Detalhe dos tubos 1 e 2. Fonte: http://www.ugobasile.com/media/catalogue/products/manuals/37140_R2.pdf.
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4.7 Medidas hemodinamicas

Ao final das 8 semanas de TF manteve-se um periodo de repouso de 48 h (BOZI
et al., 2016; KEMI et al., 2013; ZANCHI et al., 2008), a partir do qual avaliou-se a
hemodinamica arterial e ventricular esquerda dos animais. Os mesmos foram anestesiados
com uretana (1,6 g/kg; i.p.) e submetidos a canulacdo da artéria caroétida direita, utilizando
cateter de polietileno (PE-50) preenchido com solucdo de salina heparinizada (100U/ mL) a
temperatura ambiente, como previamente descrito por Rossoni et al. (2006). Apds canulacéo,
0 cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressdo (TRA 021, PanLab, Espanha),
ligado por sua vez, ao amplificador (ML224 Quad Bridge Amp, ADInstruments, New South
Wales, Australia), o qual esta acoplado ao sistema de aquisicdo de dados digital (PowerLab,
ADInstruments, New South Wales, Australia) para aquisicao dos registros hemodindmicos. A
frequéncia de amostragem utilizada para aquisi¢ao dos dados foi de 1K/s.

Apos estabilizacdo 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 pressao 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 andlise desses parametros foi realizada pelo programa Blood Pressure Module
(Chart 5 for Windows, ADInstruments New South Wales, Austréalia). Ap6s as medidas
hemodinamicas, os animais foram mortos por exsanguinacdo e 0s tecidos como coracdo,
pulmdes, musculo esquelético (s6leo e gastrocnémio), tibia e artérias tibiais caudais foram

coletados para as analises descritas a seguir.

4.8 Avaliacdo de hipertrofia cardiaca e da &rea de infarto

Os indices de hipertrofia dos ventriculos direito e esquerdo foram inferidos a
partir da razéo entre os pesos umidos dos ventriculos direito e esquerdo sobre o comprimento
da tibia, aferido com o uso de paquimetro e utilizando a balanca de precisdo (210A, Bel
Engeneering, Brasil). Cabe ressaltar que o valor do peso do septo interventricular foi
adicionado ao valor do VE. Apoés avaliacdo da hipertrofia cardiaca foi feita a quantificacao da
area de infarto. Para tal, foi realizada a separacdo da area infartada do restante do VE e,
posteriormente, os tecidos foram escaneados e quantificadas utilizando o programa ImagelJ
1.4g (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA). A &rea de infarto foi expressa
como porcentagem da area total do VE (MILL et al., 1990).



39

4.9 Avaliacdo do peso tmido dos musculos séleo e gastrocnémio

Os mausculos séleo e gastrocnémio pertencentes a mesma pata a qual foram
realizados 0s experimentos de hidropletismometria foram cuidadosamente dissecados e
pesados utilizando a balanca de precisédo (210A, Bel Engeneering, Brasil). Os valores foram
expressos como a razdo entre o peso de cada musculo (balanca de precisdo 210A, Bel
Engeneering, Piracicaba, SP, Brasil) e o comprimento da tibia, aferido com o uso de

paquimetro analogico (Vonder, Curitiba, PR, BR)

4.10 Avaliacao da congestdo pulmonar

Uma das caracteristicas clinicas que marca a IC € a retencdo de liquidos no
pulméo (GIVERTZ et al., 2005). Neste trabalho, a presenca de congestdo pulmonar foi

inferida pela razdo peso Umido do 6rgao e comprimento da tibia.

4.11 Reatividade vascular

A presente metodologia tem como objetivo avaliar a reatividade vascular em
artéria tibial caudal de animais com IC e o efeito do TF. As artérias tibiais caudais direita e
esquerda foram dissecadas com auxilio de lupa (Leica S6 E, Wetzlar, DE), livres do tecido
conjuntivo, e colocadas em placa de Petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit (KB) a 4° C
(composicdo em mM: NaCl 115; KCI 4,6; CaCl,-2H,0 2,5; KH,PO, 1,2; MgSO4-7H,0 1,2;
NaHCO3; 25; Glicose 11,1; EDTA 0,01). Em seguida, os vasos foram seccionados
transversalmente em formato de anéis de aproximadamente 2 mm de comprimento.

Os experimentos de reatividade vascular foram realizados de acordo com o
método descrito por Mulvany e Halpern (1977). Dessa forma, os segmentos das artérias
tibiais caudais foram montados em miografo para registro de tensdo isométrica (Figura 3A)
(Modelo 610M, Danish Myo Tech, Dinamarca), o qual esta conectado a um sistema de
aquisicao e registro de dados (PowerLab Chart 5.5.6, ADInstruments, Sydney, Australia).

Apbs um periodo de estabilizacdo de 15 min em solucdo de KB (pH 7,4,
gaseificadas com mistura carbogénica de 95% O,, 5% CO, e a 37° C), iniciou-se a
normalizacdo dos anéis vasculares, o qual consiste no estiramento dos mesmos a uma tensdo

de repouso considerada oOtima em relagdo ao seu didmetro interno. Essa tensdo foi
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determinada pela construcdo da curva circunferéncia interna/ tensdo de parede de cada
segmento (Figura 3B), e a circunferéncia interna (L) foi ajustada para 90% daquela a que os
vasos seriam submetidos se estivessem a uma pressao transmural de 100 mmHg (13,3 kPa)
(MULVANY; HALPERN, 1977). O diametro luminal efetivo (D) foi determinado de acordo
com a equacdo D = L/m, onde m € uma constante que equivale a aproximadamente 3,14.
Apo0s a normalizacdo, 0s aneis vasculares permaneceram em repouso por 30 min
e, em seguida, foi testada sua integridade funcional por meio de duas exposi¢des ao cloreto de
potassio (KCI, 120 mM). A média da diferenca entre a tensdo maxima desenvolvida e a tensdo
de repouso, apoOs atingido um platd, correspondeu a tensdo ativa maxima (mN/mm)

desenvolvida por cada anel.

4.11.1 Avaliacdo das respostas de relaxamento dependente do endotélio e em resposta ao
doador de NO

Apdbs 30 min de acomodacdo das preparacdes no nivel basal, foram realizadas
curvas concentracdo-resposta ao agonista U46619, analogo do tromboxano A2 (a partir da
concentracdo de 10°M) até atingir de 50-75% de contracdo em relacdo & resposta maxima
contratil ao KCI (120 mM). A funcdo endotelial foi avaliada por meio do relaxamento
induzido pelo agonista muscarinico acetilcolina (ACh, 100 nM — 30 uM) (Figura 3C) e ao
doador de NO, nitroprussiato de sédio (NPS, 1 pM — 3 uM).

4.11.2 Avaliagdo da resposta vasoconstritora a noradrenalina

Apdbs 60 min da curva de relaxamento a acetilcolina, foi realizada em alguns anéis

vasculares uma curva concentragdo-resposta a noradrenalina (NOR, 100 nM — 30 uM).
4.11.3 Avaliacdo da cinética do Ca**

Para avaliar o papel da cinética do Ca®* foi utilizado um novo grupo experimental
no qual foi estudado o papel da liberacdo do Ca?* dos estoques intracelulares (Ca?*;) e o papel
da mobilizacdo de Ca** extracelular (Ca’*¢) na contracdo em artéria tibial caudal, de acordo
com Xavier et al. (2003).

Apds a avaliacdo da viabilidade do musculo liso (contracdo induzida pelo KClI,

120 mM) e da vasodilatacdo dependente do endotélio (relaxamento a acetilcolina), os anéis
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foram estabilizados por um periodo de 30 min no qual a preparacdo foi mantida em solugéo
de KB. Em seguida, as artérias foram incubadas em solucdo livre de Ca®* e contendo 4cido
etileno glicol tetraacético (EGTA, 1 mM) e mantidas por mais 15 min. Em seguida foi
avaliada a contragdo ao agonista NOR (10° M). Com a adicdo de NOR foi produzida uma
contracdo fasica de pequena intensidade (Figura 3D) e o pico de contragdo foi mensurado e
correspondia & tensdo produzida pela contracdo em meio livre de Ca®, representando de
forma indireta a participacdo do Ca**; na contragdo da artéria tibial caudal.

Na sequéncia foi aguardado um periodo de estabilizacdo da tensdo, entdo
adicionou-se CaCl, (2,5 mM) na presenca de NOR (10™ M), de forma que a tensdo produzida
pela contracéo representa de forma indireta o transiente de influxo de Ca** (Ca®"e) da artéria
tibial caudal (Figura 3D).
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Figura 3 - Experimentos realizados no midgrafo de arame. A) Segmento de artéria tibial caudal montada em
miégrafo de arame. B) Curva circunferéncia interna (IC)/ tensdo de parede de um segmento construida até o
valor de IC relativa a 100 mmHg (1C100) e normalizada para 90% da IC relativa a 100 mmHg (IC1). C) Registro
tipico da curva concentragdo-resposta (CCR) ao agonista U46619 seguido de CCR a acetilcolina (ACh). D)
Registro tipico das contragdes referentes a liberagdo de Ca** pelo reticulo sarcoplasmatico (RS) e ao influxo de
Ca“" extracelular em artérias de animais SHAMs.
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4.12 Reatividade miogénica: propriedades mecanicas e estruturais

A reatividade miogénica foi estudada pela técnica de artérias pressurizadas. Com
a realizacdo dessa técnica, objetivamos avaliar os ajustes da funcdo miogénica de artéria de
resisténcia do musculo esquelético decorrentes da IC, o efeito do TF e a avaliagdo dos
mecanismos envolvidos. Apos serem dissecadas com auxilio de lupa (Leica L2, Micro
systems Ltd., Alemanha), retirado o tecido conjuntivo circundante e cortadas em segmentos
de aproximadamente 3 mm, as artérias foram montadas em miografo de pressdo (DMT,
modelo 115 FP, Aarhus, Dinamarca). As artérias tiveram suas extremidades canuladas com
micropipetas de vidro (com didmetro de aproximadamente 100 um) e amarradas com fio de
sutura de nylon. Em seguida, na medida em que se elevou a pressao intraluminal até 140
mmHg, ajustou-se 0 comprimento da artéria de forma que se obtivesse um estiramento ideal e
0 paralelismo entre as paredes da artéria. Nesse momento, as artérias que apresentaram
eventual vazamento e por isso ndo se encontraram adequadamente pressurizadas, foram
substituidas ou eliminadas (Figura 4A).

Para a visualizacdo do experimento, o banho de 6rgaos contendo a artéria foi
conectado a um microscopio invertido (Nikon TS-100F, USA) equipado com uma camera de
video, e o software MyoVIEW Il (DMT, versdo 1, Dinamarca) foi utilizado para medir 0s
didmetros interno (D;) e externo (D) (Figura 4B).

As artérias permaneceram imersas em solucdo de KB, gaseificada com 5% CO, e
95% O, mantida em pH 7,4 e temperatura de 37 °C, sob a presséo intraluminal de 70 mmHg,
a fim de passarem por um periodo de estabilizacdo de 60 min. Durante esse periodo a solugédo
foi trocada a cada 15 min e p6de-se observar que todas as artérias desenvolveram um ténus
espontaneo de equilibrio. Apds a estabilizacdo, a viabilidade da maquinaria contratil do
mausculo liso vascular foi testada pela adi¢do de KCI (120 mM) ao banho. As artérias que nao
exibiram resposta contratil ao estimulo despolarizante, foram eliminadas.

Apbs um periodo de 15 min, a pressao intraluminal foi reduzida a 3 mmHg e uma
curva pressdo-diametro foi realizada aumentando-se a presséo intraluminal de 3-140 mmHg
com incrementos de 20 mmHg entre as pressdes de 20 e 140 mmHg, em intervalos de no
minimo 5 min de duracdo (Figura 4C).

ApoOs a realizacdo da curva de pressdo, a solucdo nutridora foi trocada por uma
solugdo livre de Ca®* contendo EGTA (10 mM) e aguardado 20 min para completo

relaxamento da preparacdo a pressdéo de 70 mmHg. Apds esse periodo, adicionou-se
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novamente KCI (120 mM) ao banho a fim de assegurar a deplegédo dos estoques intracelulares
de Ca".

Apbs a lavagem da preparacdo e 20 min de estabilizagdo em solucéo livre de Ca?*,
a pressdo intraluminal foi reduzida a 3 mmHg e uma nova curva pressao-diametro foi
realizada com o mesmo padréo da descrita anteriormente (Figura 4D). Por meio dessa curva
foi possivel investigar o estiramento passivo das preparacdes.

O efeito do inibidor da Rho-kinase (Y-27632, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) sobre a resposta miogénica foi determinado por experimentos adicionais nos quais,
apos realizada a primeira curva de pressdo-diametro em solucdo de KB com célcio (2,5 mM),
incubou-se os anéis com 0 Y-27632 (1 mM) (ALLAHDADI et al., 2011; JOHNSON et al.,
2009; WENCESLAU et al., 2014) durante 30 min na solugdo de Krebs na qual a artéria estava
imersa. ApoOs esse periodo a mesma curva de pressao-diametro foi repetida em presenca do
inibidor e na sequéncia, uma nova curva foi realizada em soluco livre de Ca** contendo
EGTA (10 mM). Por meio dessa manobra farmacolodgica foi possivel investigar o fendbmeno
da sensibilizacdo ao Ca** nas preparagdes.

Para cada valor de pressdo intraluminal, ao final dos 5 min, os diametros interno
(Dj) e externo (D) foram mensurados.

Célculos da constricdo miogénica (CM) das artérias: expresso como diminuicao
percentual do didmetro interno em uma dada presséo da curva realizada em presenca de Ca?*
guando comparado ao didmetro interno da mesma pressdo da curva realizada em solucéo livre
de Ca? (didmetro passivo). Assim, CM(%) = 100[(Digca — Dica)/ Digca], onde Dic, € 0
diametro interno em solugo de Krebs com Ca** e Digc, sSem Ca?".

Célculo das propriedades mecanicas e estruturais das artérias: os calculos dos
diametros interno (D;) e externo (D), utilizados para o célculo dos parametros estruturais e
mecanicos arteriais, foram realizados em condigdes passivas (solu¢do Krebs sem Ca**, 0Ca).

Assim, foram calculados Espessura da parede (EP): EP = (Degea-Digca)/2; Area de
seccao transversal (AST): AST = (w/4) x (Degca-Dioca); Relacéo parede/luz (P/L): P/L =
(Deoca-Digca)/(2x Digcy); Distensibilidade arterial: (ADioca)/( DigcaX AP) x 100, a qual
representa o percentual de variacdo do didmetro interno para cada valor de presséo
intraluminal; Strain (&): representa a variagdo nas dimensfes da artéria (deformagdo, €) em
consequéncia de uma dada tensdo aplicada. € = (Dioca— Dooca)/ Dooca, N0 qual Dgoca € 0
diametro observado a 3 mmHg e Digc, para um dado valor de pressdo intraluminal sob

condi¢des de relaxamento completo. O valor de Dgoca foi medido a 3 mmHg devido a
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dificuldades metodoldgicas em determinar o didmetro interno em valores de pressdo
intraluminal inferiores a 3 mmHg. Stress (o): tensdo (medida por unidade de area) produzida
na parede arterial frente a alteragfes da pressdo intraluminal, do diametro interno e da
espessura da parede, o = P-Digcs/ 2EP, onde P é a pressdo intraluminal (1 mmHg = 133,4
N/m?) e EP é a espessura da parede arterial para cada valor de pressdo intraluminal em
solucdo Krebs sem Ca*". Rigidez arterial independente da geometria: é determinada pelo
modulo elastico de Young, o qual pode ser expresso pela relacdo entre tensdo e deformacéo
(E=Stress/Strain). No caso de vasos sanguineos, a relagdo stress-strain exibe um
comportamento curvilineo. Dessa forma, é mais apropriado calcular a relacdo tangencial ou
incremental elastic modulus (Einc), 0 qual pode ser determinado pela inclinagdo () da curva
stress/strain rigidez (DOBRIN, 1978). Ej,. = dc/d¢, de modo que o E;j, foi calculado plotando
os dados obtidos de stress e strain para cada experimento, utilizando a equacdo exponencial:
G = Gorig e’ no qual Corig fepresenta o stress de parede para o valor inicial de diametro
(didmetro a 3 mmHg). De acordo com a derivacao das equagdes acima, € possivel demonstrar
que Ej,c = Bo. Para um dado valor de o, Ejnc é diretamente proporcional a . Um aumento 3

implica um aumento em Ej,, 0 qual representa um aumento da rigidez (DOBRIN, 1978).
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Figura 4 - Experimento realizado no midgrafo de pressdo. A) Imagem do segmento de artéria tibial caudal
montada em miodgrafo de pressdo pressurizada a 140 mmHg, obtida em objetiva de 4x. B) Artéria durante
registro experimental de didmetro interno (cursor em azul) e didmetro externo (cursor em vermelho). C) Registro
tipico de curva pressdo-diametro nas condicdes ativa (em presenca de Ca*) e D) passiva (na auséncia de Ca*" e
presenca de EGTA 10 mM).
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4.13 Western blotting

As artérias tibiais caudais foram limpas e as amostras foram agrupadas em 5
artérias para um tunico valor de “N”. As artérias foram homogeneizadas em tampao de lise
RIPA imerso em gelo (Merck Milipore, Billerica, MA, EUA), o qual contém inibidores de
protease tais como: ortovanadato de sodio (100 mM/L; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA), fluoreto de fenil metano sulfonil (PMSF, 10 mmol/L; 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 sédio (100 mmol/L; Synth, Sdo Paulo, Brasil) e
pirofosfato de sodio (10 mmol/L; Synth, S&o Paulo, Brasil).

Os homogenatos foram centrifugados (800 g por 15 min a 4 °C) e o sobrenadante
foi isolado. As proteinas foram quantificadas por espectofotometria, em seguida foram
extraidas (20 ng), 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 h a 4 °C usando um Mini Trans-Blot Cell system
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) contento tampao de transferéncia (Tris, 25 mmol/L; glicina
190 mmol/L; 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 h a 4 °C
com anticorpo primario anti fosfolambano (PLB) (1:1000, Merck Milipore, Darmstadt, DE),
anti SERCAZ2 (1:500, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), anti ROCK 11 (1:1000,
Abcan, Cambridge, UK), anti Cay1.2 (1:8000, Alomone, Jerusalém, IL), anti PKC (1:400,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) e anti a-actina (1:10000; 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 PLB, PKC e a-acting;
anticorpo IgG anti rabbit conjugado com peroxidase (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) para
ROCK e Cayl.2 e anticorpo IgG anti goat conjugado com peroxidase (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) para SERCA. Como controle positivo foi utilizado coracdo de rato e a expresséo
da a-actina foi usada para normalizar a expresséo de PKC, ROCK e Cay1.2.

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, Il, USA) para detectar os

imunocomplexos luminescentes, os quais foram expostos a filme radiografico (Kodak
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BioMax MR film, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Os sinais de imunoblot foram
quantificados usando o programa Scion Image (Scioncorp, NIH, Betesda, MD, USA).

4.14 Drogas e diluicbes

Todos os sais utilizados no preparo da solugdo de Krebs-Henseleit foram
adquiridos da Synth (Brasil). As drogas: ACh (cod. A6625), NPS (cdd. S0501), NOR (cdd.
A7256), U46619 (cdd. D8174), Y-27632 (cod. Y0503), EGTA (E3889), utilizadas no
presente estudo, foram adquiridas da Sigma-Aldrich (EUA). Todas as drogas foram diluidas
em agua destilada, exceto o U46619 que foi diluido em etanol. As solugdes-estoque foram
mantidas a -20 °C e as diluicdes a serem utilizadas foram preparadas antes de cada lote de

experimentos.
4.15 Expressdo dos dados e analise estatistica

Os resultados das curvas de concentracdo resposta foram calculados como tenséao
vascular ativa (aumento da forca a partir da tensdo basal dividida por duas vezes o
comprimento de cada segmento arterial, mN/mm) (MULVANY; HALPERN, 1977). Os
resultados das curvas concentracdo-resposta aos agentes vasodilatadores (acetilcolina e
nitroprussiato de sodio) foram expressos como porcentagem de contracdo em relacdo ao valor
da pré-contracdo ao U46619. A resposta vasoconstritora induzida por NOR foi calculada e
expressa como tensédo vascular ativa (mN/mm) (MULVANY E HALPERN, 1977).

O resultado da contracdo & NOR referente & cinética do Ca**; foi mensurado no
pico de contracdo, sendo calculado e expresso como a tensdo vascular ativa (mN/mm) e a
contragéo referente ao influxo de Ca®* foi calculado como a tensdo vascular ativa (mN/mm)
no platd de contracdo alcancado em resposta ao CaCl, em presenca de NOR.

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

estatisticamente significantes para valores de P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencdo dos modelos experimentais e mortalidade

Todos os resultados apresentados no presente estudo séo referentes aos animais
que, tendo completado o protocolo de sedentarismo ou de treinamento fisico e forneceram
dados de fracdo de ejecdo do VE, BNP plasmatico, valores hemodindmicos, morfométricos do
VD, VE, pulmao e dimensbes da area de infarto compativeis com as condi¢des controle e IC.
Os animais que ndo se enquadraram nesses parametros foram excluidos do estudo.

Como pode ser observado no organograma da Figura 5, houve uma mortalidade
bastante acentuada com a inducao do IM nos animais, 25 animais SHAM vs. 396 animais com
IM (SHAM, 14,5 vs. IM, 58 % de mortalidade). Além disso, ocorreram mortes também em
decorréncia a anestesia e ao transporte para o exame ecocardiografico. Como resultado da
avaliacdo da andlise da fragdo de ejecdo e do BNP plasmaético, um total de 90 animais foram
excluidos do grupo infartado, resultando em 94 animais infartados sedentarios e 90 animais
infartados treinados. Contudo, ao final das 8 semanas de TF, quando foram avaliados 0s
parametros hemodindmicos e morfométricos, 27 animais foram excluidos do grupo infartado
sedentério e 30 animais do grupo infartado treinado por ndo se adequarem aos parametros

compativeis com a insuficiéncia cardiaca.



50

855

Ratos Wistar

N

e

25 147 396 287
Mortos SHAM Mortos 1Y/

l 57 excluidos no ECO

33 excluidos no BNP
13 mortos no ECO

7 mortos no ECO

79
SHAMt

30 excluidos na
hemodinamica

27 excluidos na
hemodinamica

60

Figura 5 - Organograma de sobrevivéncia e mortalidade dos grupos experimentais. Os animais descritos
acima foram utilizados na obtencdo de resultados da presente tese, no projeto que avaliou a reatividade em
coronarias, incluido no mesmo comité de ética, e em projeto estudando tecido adiposo perivascular em aorta

(CEUA 053/2014).
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5.2 Avaliagdo da funcéo ventricular e do ganho de peso corporal

Com o objetivo de avaliar a fungdo ventricular antes do TF, a fracdo de ejecdo do
VE (FEVE), a concentracdo plasmatica de BMP e o ganho de peso corporal foram avaliados
apos 4 semanas da cirurgia de inducéo do IM.

Nos animais pertencentes ao primeiro lote experimental observou-se uma
correlacdo negativa significativa entre as variaveis area de infarto e FEVE (Figura 6A).
Assim, de acordo com essa correlacdo, coracdes de animais com area de infarto superior a
30%, apresentariam a FEVE em torno de 30 a 35 %, uma vez que se sabe que em coragdes
com areas de infarto cobrindo mais de 30% de superficie ventricular observa-se disfuncéo
ventricular esquerda em decorréncia de remodelamento cardiaco (MILL et al., 1990;
STEFANON et al., 1994). Dessa forma, para os demais lotes experimentais do presente
trabalho, estabeleceu-se uma linha de corte onde os animais que apresentassem uma FEVE
superior a 35 % seriam excluidos do estudo. A Figura 6B representa o grafico dos animais
que foram incluidos no estudo, observando-se uma reducao significativa nos animais alocados
ao grupo IC quando comparados com os grupos SHAM (Figura 6B).

Além do mais, a concentracio plasmatica de BNP apresentou-se
significativamente maior no grupo IC (Figura 7A). Apos avaliacdo de cada grupo
experimental observou-se que animais infartados que apresentaram BNP plasméatico em torno
de 0,3 ng/mL apresentavam area de infarto superior a 30 % e esses foram incluidos no estudo.

Quanto ao ganho de peso corporal 0 mesmo apresentou-se significativamente
reduzido nos IC quando comparado com o grupo SHAM (Figura 7B). Nesse sentido, animais
infartados com ganho de peso semelhante ao do grupo SHAM foram excluidos do estudo apés
analise em conjunto os parametros citados acima, FEVE e BNP.

Além da FEVE, do BNP plasmatico e do ganho de peso corporal, ao final do
protocolo experimental, os animais que ndo apresentaram area de infarto igual ou superior a
30% ou parametros hemodinamicos e morfométricos compativeis com a condicdo de IC,

também foram excluidos do estudo.
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Figura 6 - Correlacdo entre a &rea de infarto e a fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo. (A) Correlagdo
negativa entre a area de infarto do ventriculo esquerdo (VE) e a fracdo de ejecdo do VE dos animais submetidos
a cirurgia de ocluséo da artéria coronéria descendente anterior. Correlacéo de Pearson (r) =-0,8408 e R*=0,7069
(N=14). (B) Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (VE) obtidas por meio de exame ecocardiografico
transtoracico dos animais dos grupos SHAM e IC ap6s 4 semanas de pos-operatério. Os resultados estdo
expressos como média £ EPM. O nimero de animais utilizados em cada grupo encontra-se dentro das barras.
Anélise estatistica: Teste t de Student; *p<0,05 vs. SHAM.
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Figura 7 - BNP plasmatico e ganho de peso corporal. Gréaficos referentes ao BNP plasmaético (A) dos animais
dos grupos SHAM e IC apds 4 semanas de pds-operatério e ao ganho de peso corporal (B, peso na 4% semana
pos-IM — dia da cirurgia). Os resultados estdo expressos como média + EPM. O nimero de animais utilizados
em cada grupo encontra-se dentro das barras. Analise estatistica: Teste t de Student; *p<0,05 vs. SHAM.

5.3 Evolucgéo do peso corporal e eficacia do treinamento fisico

Os animais alocados nos quatro grupos apresentaram aumento de massa corporal
em relacdo a semana zero de TF (Figura 8A). O peso corporal, tanto na semana 0 como ao
final das 8 semanas de TF, foi significativamente menor nos animais ICs quando comparados
com 0s SHAMs. Além disso, os animais treinados, tanto SHAM quanto IC, apresentaram uma

reducao do peso corporal se comparados com 0s respectivos sedentarios.
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A eficacia do TF foi avaliada tomando-se por pardmetro a distdncia maxima
percorrida mensurada por meio de testes de esfor¢co escalonados realizados nas semanas 0, 4 e
8 do protocolo de TF em esteira ergomeétrica.

Como se pode observar na figura 8B, inicialmente, tanto os animais do grupos
SHAM como do IC, sedentario e treinado, apresentaram um desempenho fisico semelhante no
inicio do periodo de treinamento (semana 0), porém o grupo IC apresentou uma queda do
desempenho fisico quando comparado com o grupo SHAM levando-se em consideracdo a
distancia percorrida durante o teste de esforco.

Ao longo das 8 semanas de TF em esteira rolante observou-se um aumento
significativo do desempenho dos animais SHAMt e ICt quando comparado aos animais
SHAMs e ICs, respectivamente (Figura 8B). Contudo, ao longo das semanas de treinamento,
ainda observa-se uma reducdo significativa da distancia percorrida dos animais IC quando
comparados com SHAM, tanto sedentarios como treinados.

Tomados em conjunto, esses resultados demonstram a eficacia do protocolo de TF
e que a IC parece afetar a capacidade dos animais correrem em esteira ergométrica, mas que,
ainda assim, pode-se observar uma melhora do desempenho fisico mesmo em face das

limitacdes proprias da IC.
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Figura 8 - Peso corporal e efeito do treinamento fisico aerébio. (A) Ganho de peso corporal ao longo das 8
semanas de treinamento e (B) distancia percorrida durante o teste de esforgo escalonado realizado nos animais
dos grupos falso operados (SHAM) e insuficiente cardiaco (IC) ao longo das 8 semanas do protocolo de
sedentarismo (s) ou treinamento fisico (t) em esteira ergométrica. Os resultados estdo expressos como média +
EPM. O ndmero de animais utilizados em cada grupo (N) encontra-se entre parénteses. Analise estatistica:
ANOVA 2-vias.
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5.4 Avaliagdo do volume da pata

Sabendo-se que o edema bilateral de membros inferiores € um sinal de congestéo
em pacientes com IC (FONSECA et al., 2004; KATAOKA, 2013), o presente estudo
investigou se haveria alteracdo do volume da pata dos animais IC e se o TF seria capaz de
melhorar.

A avaliacdo do edema em membros inferiores por mensuracdo do deslocamento
da agua é considerado padrdo de referéncia para outros métodos (PERRIN; GUEX, 2000) e
tem sido aplicado em trabalhos com humanos relacionados com edema em estudo de
insuficiéncia venosa cronica (KRIJNEN, et al., 1997), em trabalho avaliando edema e leséo de
tornozelo (HENSCHKE et al., 2006), e em animais é bastante utilizado em estudos de
inflamacéo de pata induzida por carragenina (ASSREUY et al., 2012; YSHII et al., 2009).

Como observado na figura 9, ap6s 12 semanas da cirurgia de IM, os animais com
IC, mantidos no grupo sedentario (ICs) apresentaram aumento do volume da pata quando
comparado com os animais SHAM. Contudo o TF foi capaz de reverter esse aumento do
volume da pata nos animais ICt. Vale salientar que antes da cirurgia para obtencdo dos

modelos experimentais ndo se observou diferenca entre o volume das patas dos animais.
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Figura 9 - Variacao do volume da pata. Medida da variacdo do volume da pata expresso como a diferenca da
média do volume basal (mL), medido antes da cirurgia de infarto, da média do volume medido 12 semanas apés
a cirurgia dos grupos SHAM sedentario, IC sedentario (ICs) e treinado (ICt). Os resultados estdo expressos como
média + EPM. O nimero de animais utilizados em cada grupo (N) encontra-se entre parénteses ou no interior das
barras. Analise estatistica: ANOVA 1-via; *p<0,05 vs. SHAMs e “p<0,05 vs. ICs.
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5.5 Medidas hemodinamicas

Foram realizadas medidas hemodinamicas ao final das 8 semanas de protocolo de
treinamento aerdbico em esteira ergométrica em todos os animais SHAM e IC (sedentéarios e
treinados). Como demonstrado na tabela 1, os valores de pressdo arterial sistélica (PAS)
encontraram-se reduzidos nos animais ICs e ICt quando comparados aos seus respectivos
SHAM, enquanto que os da pressdo arterial diastdlica (PAD) apresentam-se elevados quando
comparados aos controles. A frequéncia cardiaca (FC) ndo modificou entre os grupos e o TF
ndo alterou esses parametros (Tabela 1).

A pressao sistolica do VE (PSVE), bem como a primeira derivada de pressao pelo
tempo positiva (dP/dt +) e a derivada de pressdo do VE em fun¢do do tempo negativa (dP/dt-
), encontraram-se significativamente reduzidas nos IC quando comparados aos SHAM; por
sua vez, a pressdo diastélica final do VE (PDfVE) mostrou-se significativamente aumentada
nos IC quando comparados aos respectivos controles, o que sugere um prejuizo da funcéo do

VE (Tabela 1). O TF ndo alterou esses parametros.

Tabela 1 - Parametros hemodinamicos. Parametros hemodinamicos arteriais e no ventriculo esquerdo dos
animais dos grupos SHAM sedentarios e treinados (SHAMs e SHAMt) e IC sedentérios e treinados (ICs e ICt)
apos 8 semanas de sedentarismo ou treinamento fisico em esteira ergométrica.

SHAMs SHAMt ICs ICt
(51) (51) (56) (51)
PAS (mmHg) 12742 126+1 108+1 * 107+1*
PAD (mmHg) 67+2 6842 74+2% 74+2*
FC (bpm) 35315 34116 33915 3356
PSVE (mmHg) 142+2 14042 120 +2* 119+2*
PDfVE (mmHg) 5,06+0,44 5,86+0,34 11,77#1,10x  12,39+0,93"
dP/dt+ (mmHg/s) 8021+195 77344203 5758+144* 5548+126"
dP/dt- (mmHg/s) -46862110 -4660+116 -4083+99* -3971+95"

PAS, pressao arterial sistolica; PAD, pressao arterial diastolica; FC, frequéncia cardiaca; PSVE, pressdo sistdlica
do ventriculo esquerdo; PDfVE, pressao diatdlica final do ventriculo esquerdo; dP/dt+, derivada de pressdo do
ventriculo esquerdo em fungdo do tempo positiva; dP/dt-, derivada de pressdo do ventriculo esquerdo em funcéao
do tempo negativa. Os valores estdo expressos como médiatEPM. O nimero de animais utilizados em cada
grupo encontra-se entre paréntesis. Analise estatistica: ANOVA 2-vias; *p<0,05 vs.SHAMs, *p<0,05 vs
SHAMt.
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5.6 Medidas morfométricas

Para andlise dos dados morfométricos utilizou-se como parametro de correcdo o
comprimento da tibia (Tabela 2) uma vez que esse valor apresentou maior homogeneidade
entre 0s grupos se comparado ao peso corporal (Figura 7). A partir dessas correcGes foi
possivel observar um aumento significativo da razdo entre o peso do ventriculo direito e o
comprimento da tibia (VD/T), bem como da razéo entre o peso do pulmao e o comprimento
da tibia (Pulm&o/T) tanto de animais ICs quanto de ICt quando comparados aos animais
SHAMs e SHAMt, respectivamente (Tabela 2). Juntos, esses resultados de congestdo
pulmonar e sugerem sobrecarga do VD. Além disso, apesar da presenca de uma grande area
de infarto (Tabela 2), ndo houve alteracdo da razdo peso do VE e o comprimento da tibia
(VE/T) entre os grupos, dados que levam a inferir que houve remodelamento cardiaco com
hipertrofia do miocérdio remanescente (Tabela 2).

Associados aos parametros hemodindmicos, morfométricos e de distancia
percorrida, 0s presentes resultados sugerem que 0S animais se encontram com alteracdes
compativeis com quadro de IC.

Como também pode ser observado na Tabela 2, ap6s as 8 semanas de
sedentarismo ou TF ndo houve alteracdo referente a razdo peso do musculo séleo pelo
comprimento da tibia (S6leo/T) nem com relagdo a IC nem ao treinamento fisico. A razdo do
peso do musculo gastrocnémio pelo comprimento da tibia (Gastrocnémio/T) também néo
modificou com a IC, porém observou-se que houve uma perda significativa de massa relativa
nos animais ICt. No entanto quando avaliada a razdo dos pesos dos musculo séleo pelo peso
corporal, assim como do gastrocnémio, nenhuma diferenca era observada entre 0s grupos

experimentais estudados (dados ndo mostrados).
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Tabela 2 - Parametros morfométricos. Valores morfométricos dos animais dos grupos SHAM sedentarios e
treinados (SHAMs e SHAMt) e IC sedentarios e treinados (ICs e ICt) apés 8 semanas de sedentarismo ou
treinamento fisico em esteira ergométrica.

SHAMs SHAMt ICs ICt

(50) (48) (53) (49)
Tibia (mm) 41,60+0,15 41,35+0,15  41,50+0,17 41,16+0,15
VD/T (mg/mm) 525+0,12  533+0,28  12,49+0,41*  11,51+0,40"
VE/T (mg/mm) 19,22+0,25 19,18+0,24  18,59+0,42 18,59+0,42
Pulmao/T (mg/mm) 50,10+1,91  48,32+2,68 87,06+2,93*  81,25+3,27"
Area de infarto (% VE) - - 39,43+0,65 39,68+0,74

S6leo/T (mg/mm) 4,86+0,18 4,05+0,38 4,51+0,23 3,95+0,59

(6) (8) () (5)
Gastrocnémio/T (mg/mm) 64,60+2,09 59,24+235  6521+3,10  56,37+1,32"

(6) (8) () (5)

VDI/T, razdo entre o peso do ventriculo direito e o comprimento da tibia; VE/T, razéo entre o peso do ventriculo
esquerdo e o comprimento da tibia; Pulméo/T, razéo entre o peso Umido do pulméo e o comprimento da tibia;
Area de infarto (% VE), percentual de area de infarto do ventriculo esquerdo; Sdleo/T, raz&o entre o peso (imido
do miusculo s6leo e o comprimento da tibia; Gastrocnémio /T, razdo entre o peso Umido do mdsculo
gastrocnémio e o comprimento da tibia. Os dados estdo expressos como médiaxtEPM. O ndmero de animais
utilizados em cada grupo esta entre paréntesis. Analise estatistica: ANOVA 2-vias; *p<0,05 vs. SHAMs, *p<0,05
vs.SHAML, #p<0,05 vs. ICs.

5.7 Reatividade vascular

Observou-se que a IC reduziu o nivel de contracdo maxima ao KCI nas artérias
tibiais caudais quando comparado com artérias de animais SHAM. Entretanto, o TF néo
alterou o nivel de contracdo nos grupos estudados [SHAMs: 3,01 + 0,12 mN/mm (N=12);
SHAML: 2,77 + 0,12 mN/mm (N=12); ICs: 2,67 + 0,21 mN/mm (N=12); ICt: 2,40 + 0,11
mN/mm (N=12)] "p<0,05 vs SHAMs.

5.7.1 Resposta vasodilatadora dependente do endotélio e em resposta ao doador de NO em
artéria tibial caudal

Na resposta vasodilatadora dependente do endotélio, avaliada por meio da
construcdo da curva concentracdo resposta a ACh, em anéis de artéria tibial caudal (Figura
10A) dos animais sedentarios e treinados pertencentes aos grupos SHAM e IC, observou-se
um relaxamento de maneira dependente da concentracdo utilizada em todos 0s grupos
estudados. N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos.

Quando avaliada a vasodilatacdo mediada pelo NPS, doador de NO, utilizado em

anéis de artéria tibial caudal (Figura 10B) com endotélio preservado de ratos sedentarios e
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treinados pertencentes aos grupos SHAM e IC, verificou-se que a resposta vasodilatadora néo
diferiu entre os grupos, indicando que nem a IC, nem o TF parecem afetar o mecanismo de

relaxamento do musculo liso vascular ativado pela via da guanilato ciclase soltvel.

5.7.2 Resposta contrétil induzida por noradrenalina em artéria tibial caudal

Foram realizadas curvas concentracdo resposta a NOR em anéis isolados de
artéria tibial caudal (Figura 10C) dos quatro grupos experimentais, nos quais se observou uma
contracdo a NOR na dependéncia da concentracdo do agonista utilizado em todos os grupos.

Entretanto, nem a IC nem o TF modificaram a resposta contratil.
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Figura 10 - Relaxamento induzido por acetilcolina, nitroprussiato de sédio e noradrenalina em artéria
tibial caudal. Relaxamento dependente do endotélio induzido por acetilcolina (ACh) (A) e nitroprussiato de
sodio (NPS) (B) ap0s pré-contragdo com U46619. Contracdo a noradrenalina (NOR) (C), em artéria tibial caudal
provenientes de ratos Wistar pertencentes aos grupos SHAM sedentarios e treinados (SHAMs e SHAMt) e IC
sedentéarios e treinados (ICs e ICt) apds 8 semanas de sedentarismo ou treinamento fisico em esteira ergométrica.
O numero de animais utilizados em cada grupo (N) estd entre paréntesis. Os dados estdo expressos como
médiatEPM. Andlise estatistica: ANOVA 2-vias.
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5.8 Resposta miogénica

Em artérias tibiais caudais avaliou-se a resposta miogénica e o efeito do TF em animais
com IC. Para isso foram realizadas curvas pressdo-diametro nas condicfes ativa (Krebs com
Ca’") e passiva (Krebs 0 Ca** e EGTA).

As curvas pressao-diametro, em condigdo ativa, nas artérias tibiais caudais dos animais
SHAMSs apresentaram um aumento do didmetro interno (Di) com o aumento da pressao
intraluminal. Porém, a partir da pressdo interna de 100 mmHg o didmetro interno mostrou-se
significativamente menor quando comparado as curvas pressdo-didmetro submetidas a
condicdo passiva, 0 que indica desenvolvimento de resposta miogénica nessas artérias (Figura
11A). Contudo, nas artérias de animais ICs, essa diferenca encontrou-se bastante atenuada
(Figura 11C), demonstrando prejuizo da resposta miogénica nessas artérias.

O TF antecipou a resposta miogénica nas artérias de animais SHAMt quando comparado
aos SHAMs, a qual foi deflagrada a pressédo interna de 80 mmHg (Figura 11B), o que indica
uma amplificacdo da resposta miogénica com o TF. Nos animais ICt, observou-se uma
reducdo significativa do didmetro interno iniciada a pressdo de 100 mmHg, quando
comparado as curvas pressdo-didmetro nas artérias desses animais sob condicdo passiva
(Figura 11D), sugerindo que o TF foi capaz de restabelecer o controle miogénico nessas
artérias.

A constricdo miogénica dessas artérias também foi avaliada como o grau de constri¢éo
ativa, ou seja, a diminuicdo do diametro luminal, tendo como parametro comparativo as
artérias em condicdo passiva, na mesma pressdo intraluminal, que variou de 3-140 mmHg,
expresso como percentual de constricdo miogénica. Assim, como pode ser visto na figura
11E, a constricdo miogénica foi bastante reduzida nas artérias tibiais caudais dos animais ICs,
quando comparadas as artérias de animais SHAMSs, ao passo que a constricdo miogénica dos
animais ICt foi restaurada a um nivel semelhante as artérias dos animais SHAMs. Além disso,
0 TF mostrou-se capaz de produzir um aumento pronunciado da constricdo miogénica nas

artérias dos animais SHAMt quando comparadas as dos animais SHAMs.
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Figura 11 - Curvas pressao-diametro e curva de constricdo miogénica de artérias tibiais caudais. Curvas
pressdo-diametro realizadas em solugdo de Krebs-Henseleit (KB) com calcio (diametro ativo) e sem célcio (0
Ca?*, diametro passivo) em artérias tibiais caudais de animais SHAMs (A), SHAMt (B), ICs (C) e ICt (D). (E)
Constricdo miogénica de artérias tibiais caudais de ratos SHAM e IC ap6s 8 semanas de sedentarismo (s) ou
treinamento fisico (t) em esteira ergométrica. O ndmero de animais utilizado (N) em cada um dos protocolos
experimentais esta indicado entre paréntesis. Os valores correspondem a média £ EPM dos animais estudados.
Anélise estatistica: ANOVA 2-vias.
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5.9 Cinética do Ca**

Para avaliar a cinética do Ca®* induzida por NOR (10° M), artérias tibiais caudais
dos grupos experimentais (SHAMs, SHAMt, ICs e ICt) foram mantidas em solucéo livre de
Ca’* contendo EGTA (1 mM). As respostas obtidas referentes & contracio fésica induzida
pela NOR, na auséncia do célcio no meio extracelular, ndo foram alteradas com a IC, porém o
TF fez com que somente as artérias dos animais ICt apresentassem um maior nivel de
contracdo (Figura 12A). Sugerindo que a melhora na resposta miogénica observada com TF
em artérias tibiais caudais de animais ICt possa estar pelo menos em parte, associada ao
aumento da mobilizacio do Ca?*;. Reforcando esse resultado, apesar da razio SERCA-2/PLB
ndo estar significativamente alterada nas artérias tibiais caudais dos ICs quando comparado
aos SHAMs, o TF aumentou essa razdo nas artérias dos animais treinados SHAM e IC (Figura
12C).

Ao estudar o influxo Ca**, por meio da adicdo de CaCl, (2,5 mM) as preparacoes
incubadas em solucdo livre de Ca®* com EGTA e em presenca de NOR (10° M), nio foi
observada alteracdo significativa na contracdo a NOR induzida pelo influxo de célcio entre os
diferentes grupos (Figura 12B).

Para estudar uma das principais vias responséveis pela mobilizagdo do Ca®*., foi
avaliada a expressdo proteica do Cay1.2, 0 qual apresentou expressao aumentada nas artérias
de animais com ICs e ICt quando comparado aos SHAMs (Figura 12D).

Em conjunto esses resultados sugerem que a melhora na resposta miogénica
observada com TF em artérias tibiais caudais de animais ICt pode ser, pelo menos em parte,
devido a um aumento da mobilizacdo do Ca*";. Embora a mobilizagdo do Ca*', n&o tenha
mostrado alteracdo entre os grupos, a expressdo proteica dos Cay1.2 aumentada com a IC,

pode ser um mecanismo compensatorio.
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Figura 12 - Cinética do Ca*" em artéria tibial caudal. Resposta induzida por noradrenalina (10° M) em
solucdo livre de Ca* e com EGTA (A) e ap6s adicdo de CaCl, (2,5 mM) (B) em presenca de noradrenalina em
artérias tibiais caudais de animais falso operados (SHAM) e insuficiente cardiacos (IC) apds 8 semanas de
sedentarismo (s) ou treinamento fisico (t) em esteira ergométrica. O nimero de animais utilizado (N) em cada
um dos protocolos experimentais estd indicado entre paréntesis. Blots tipicos e quantificacdo dos experimentos
de Western blot de amostras de artéria tibial caudal representativos da razdo entre a calcio ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA-2) e o fosfolambano (PLB) (C) e da razdo entre o canal para calcio dependente de
voltagem do tipo-L (Cay1.2) e a a-actina (D). O nimero de animais utilizado encontra-se no interior das barras,
onde para um unico valor de “N” corresponde a 5 artérias agrupadas. Os valores correspondem a média + EPM
dos animais estudados. Anélise estatistica: ANOVA 2-vias; *p<0,05 vs. SHAMs, “p<0,05 vs. ICs.

5.10 Papel da ROCK na resposta miogénica

A figura 13 mostra o efeito da inibicdo da ROCK na resposta miogénica em

artérias tibiais caudais de aninais SHAM e IC e a acdo no TF. Para isso, cada segmento de
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artéria foi submetido a trés passos sequenciais onde foram realizadas curvas pressdo-didmetro
(3-140 mmHg) na condicdo ativa (KB com Ca?*), na condigdo ativa em presenca do inibidor
da ROCK (Y-27632) e condicdo passiva (KB 0 Ca®").

Observa-se na Figura 13, que as curvas pressdo-diametro na condicdo ativa
repetiram os resultados acima descritos (Figura 11A, B, C e D) e 0 Y-27632 inibiu a resposta
miogénica nas artérias tibiais caudais de todos os grupos avaliados. A inibicdo observada nos
segmentos arteriais de animais tanto SHAMs quanto ICs foi semelhante as curvas pressao-
diametro obtidas em condicdo passiva (Figura 13A e C), ainda que as artérias de animais ICs
apresentassem a resposta miogénica bastante reduzida, ou seja, nos animais sedentarios o Y-
27632 causou uma inibicdo completa da reatividade miogénica. Essas respostas sugerem que
a ROCK tem uma participacdo primordial entre as vias de sinalizacdo propostas para a
resposta miogénica em artéria tibial caudal.

Nas artérias dos animais submetidos ao TF, 0 Y-27632 causou uma atenuacao do
aumento da resposta miogénica observada nos animais SHAMt, e na melhora da mesma em
artérias dos amimais ICt (Figura 13 B e D). Além disso, a expressdo proteica da ROCK |l
aumentou com a IC e apresentou ainda uma amplificacdo desse aumento nas artérias tibiais
caudais dos animais ICt quando comparado com ICs (Figura 14A), enquanto a expressao
proteica da PKC mostrou-se inalterada entre os grupos (Figura 13B), ambas vias de
sensibilizacdo ao Ca?*. Em conjunto esses resultados sugerem que os mecanismos envolvidos
com melhora observada com o TF tanto no grupo SHAM quanto no grupo IC parecem se
beneficiar da via de sinalizacdo ROCK, especialmente o grupo ICt que tem expressao proteica
da ROCK Il aumentada, porém, a via de sensibilizacdo ao Ca** parece no ser o (nico fator a

gerar a melhora da resposta miogénica com o TF.
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Figura 13 - A sensibilizacdo ao Ca?* e a resposta miogénica em artérias tibiais caudais. Curvas pressdo-
diametro realizadas em solucdo de Krebs-Henseleit (KB) com calcio (diametro ativo), KB com calcio na
presenca do inibidor da ROCK (Y-27632) e sem célcio (0 Ca®", diametro passivo) em artérias tibiais caudais de
animais SHAMs (A), SHAMt (B), ICs (C) e ICt (D) apés 8 semanas de sedentarismo ou treinamento fisico em
esteira ergométrica. O ndmero de animais utilizado (N) em cada um dos protocolos experimentais esta indicado

entre paréntesis. Os valores correspondem a média + EPM dos animais estudados. Analise estatistica: ANOVA
2-vias.
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Figura 14 - Expressdo proteica de vias de sensibilizacdo ao Ca®* em artérias tibiais caudais. Blots tipicos e
quantificacdo dos experimentos de Western blot para amostras de artéria tibial caudal representativos da Rho
Kinase (ROCK) (E) e o proteina kinase C (PKC) (F) normalizados pela expressdo da a-actina. O nimero de
animais utilizado encontra-se no interior das barras, onde para um tnico valor de “N” corresponde a 5 artérias
agrupadas. Os valores correspondem a média £ EPM dos animais estudados. Anélise estatistica: ANOVA 2-vias.
Os valores correspondem a média £ EPM dos animais estudados. Andlise estatistica: ANOVA 2-vias; *p<0,05
vs. SHAMs.

5.11 Propriedades estruturais

Nas curvas diametro-pressao realizadas sob condi¢do de méximo relaxamento, ou
seja, em presenca de solucdo de Krebs 0Ca®* e EGTA, 0 aumento da pressdo intraluminal
induziu um aumento progressivo tanto para o diametro interno (Figura 15A) quanto para o
didmetro externo (resultados ndo mostrados) das artérias tibiais caudais de todos os quatro
grupos avaliados. Observou-se, entretanto, que esse aumento foi de maior magnitude nas
artérias de animais ICs quando comparadas com as de animais SHAMs (Figura 15A), o que
caracterizaria um remodelamento para fora dessas artérias dos animais ICs. O TF foi capaz de
atenuar esse remodelamento, aproximando o Di das artérias de animais ICt as observadas nos
animais SHAM (Figuras 15A).

Com o aumento da pressdo intraluminal a razdo parede/ luz (razdo P/L) das
artérias tibiais caudais apresentaram-se significativamente reduzidas entre as pressdes de 3 a
20 mmHg nos animais ICs quanto comparados com SHAMs, voltando a igualar-se em niveis
mais altos de pressdo (Figuras 15B). A area de seccdo transversa (AST) mostrou discreta
reducdo ao longo da curva em todas as artérias avaliadas, mas sem alteragdo entre 0s grupos
(Figura 15C). Sob esse ponto de vista o tipo de remodelamento em decorréncia da IC

encontrado nessa artéria poderia ser caracterizado como eutréfico para fora.
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O TF ndo modificou nem a AST nem a razdo P/L tanto nos animais SHAM como

IC (Figuras 15B e 15C).
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Figura 15 - Propriedades estruturais de artérias tibiais caudais. Variagdes no didmetro interno (Di) (A),
razdo parede/luz (Razdo P/L) (B) e area de seccéo transversa (AST) (C) em decorréncia das variagBes de pressdo
intraluminal realizadas em solucdo de KB sem célcio (didmetro passivo) em artérias tibiais caudais de animais
falso operados (SHAM) e insuficiente cardiacos (IC) apds 8 semanas de sedentarismo (s) ou treinamento fisico
(t) em esteira ergométrica. O nimero de animais utilizado (N) em cada um dos protocolos experimentais esta
indicado entre paréntesis. Os valores correspondem a média + EPM dos animais estudados. Analise estatistica:

ANOVA 2-vias.
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5.12 Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas das artérias tibiais caudais de animais SHAM e IC
submetidos aos protocolos de sedentarismo e treinamento por 8 semanas estdo representadas
na figura 16. Conforme pode ser visto na figura 16A, a distensibilidade das artérias tibiais
caudais reduziu com o aumento progressivo da pressdo intraluminal e foi semelhante entre os
grupos estudados. N&o houve alteracdo significativa na relacdo stress-strain nem nos valores
do B entre os grupos (Figura 16B). Assim, pode-se afirmar que nem o IC nem o TF alteraram

a rigidez dessas artérias.
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Figura 16 - Propriedades mecénicas de artérias tibiais caudais. Variacfes da distensibilidade (A) e da
relagdo stress-strain (B) avaliadas em solugdo de KB sem célcio (didmetro passivo) em artérias tibiais caudais de
animais falso operados (SHAM) e insuficiente cardiacos (IC) apds 8 semanas de sedentarismo (s) ou treinamento
fisico (t) em esteira ergométrica. O nimero de animais utilizado (N) em cada um dos protocolos experimentais
esta indicado entre paréntesis. Os valores correspondem a média + EPM dos animais estudados. Analise
estatistica: ANOVA 2-vias.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo fornecem novas informacdes sobre a reatividade
vascular em relacdo a vasodilatacdo dependente do endotélio, a resposta miogénica e a
mobilizacdo de Ca”*, e ainda sobre a estrutura e mecanica de artéria de resisténcia que irriga
musculatura esquelética em ratos com IC. Além desses pontos demonstrou-se pela primeira
vez em modelo de IC em rato a presenca do edema periférico, sinal caracteristico da IC.

Validando a hipotese de que haveria disfuncéo vascular em consequéncia da IC,
verificou-se que 3 meses pds-IM, ratos apresentavam prejuizo na resposta miogénica em
artéria tibial caudal acompanhando de remodelamento eutrofico para fora. Porém, sem
alteracdo na vasodilatacdo dependente do endotélio. A hipotese de que o TF seria capaz de
melhorar esses parametros também foi comprovada observando-se uma significativa melhora
da resposta miogénica dos animais com ICt comparavel a encontrada em animais SHAMs,
bem como uma reversdo do remodelamento vascular. Além do mais, em conjunto com estes
resultados observou-se também uma reversdo do edema periférico induzida pelo TF em

animais com IC.
6.1 Caracterizagdo do modelo de insuficiéncia cardiaca

Apbs 4 semanas de obtencdo do modelo de IM, constatou-se reducdo da FEVE
nos animais IM quando comparados com SHAM, resultado que esta de acordo com outros
estudos (DOS SANTOS et al., 2010; ICHIGE et al., 2016; PFEFFER; BRAUNWALD, 1990).

Sabe-se que no modelo de IM em ratos, pela oclusdo da artéria coronaria
descendente anterior, o tamanho da area de infarto estd diretamente relacionado com a
reducdo progressiva da capacidade de geracdo de pressdo do VE (PFEFFER et al., 1979).
Assim, alguns estudos tém demonstrado que areas de infarto que envolvem menos que 20%
do ventriculo apresentam minimas ou nenhuma alteragdo hemodindmica. Entretanto, em
coragbes com éareas de infarto cobrindo mais de 30% de superficie ventricular observa-se
disfuncdo ventricular esquerda em decorréncia de remodelamento cardiaco (MILL et al.,
1990; STEFANON et al., 1994). Dessa maneira considerou-se aptos para o presente estudo
animais com FEVE < 35%, os quais exibiram correlagcdo com area de infarto maior que 30 %.

Apesar de evidenciada essa correlagdo, alguns animais com area de infarto igual
ou mesmo pouco superior a 30% foram excluidos do estudo por exibirem pardmetros

hemodinamicos normais, como a PDfVE inferior a 10 mmHg. Esses achados estdo de acordo
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com alguns relatos de autores que afirmam que a hipertrofia do miocardio residual reduz a
dilatagdo ventricular, gerando uma compensacdo que pode ser vista na normalizacdo dos
parametros hemodinamicos (DOS SANTOS et al., 2010; KUMAR et al., 1970; ORENSTEIN
et al., 1995). Isso explicaria a hemodinamica inalterada encontrada em alguns animais que
foram excluidos do estudo. Porém, com a sobrecarga hemodindmica cronica, mais
tardiamente, alguns animais desenvolveriam alargamento ventricular progressivo, 0 que
evoluiria para a descompensacdo ventricular crescente (KUMAR et al., 1970; ORENSTEIN et
al., 1995).

Além da FEVE, também foi utilizado no presente estudo o uso do BNP como um
biomarcador de disfuncdo ventricular e, portanto, de severidade da IC com o objetivo de
colaborar na selecdo dos grupos a serem estudados. O BNP, assim denominado por ter sido
originalmente encontrado no cérebro suino (SUDOH et al., 1988), € produzido e secretado de
forma regulada preferencialmente pelos miocitos ventriculares em resposta a distensdo do
miocardio e sobrecarga de volume (COLUCCI; BRAUNWALD, 2005). Ele atua
sistemicamente como vasodilatador via AMPc, porém menos potente que o peptideo
natriurético atrial (ANP) (KOMAREK et al., 2004; VAN DER ZANDER et al., 1999). O
BNP é ainda um antagonista do SRAA, neutralizando a reduzida excrecéo de sddio e retencédo
de volume, além disso, inibe a liberacdo de renina pelos rins e de aldosterona pelas adrenais
(HOLMES et al., 1993).

Na pratica clinica os valores de BNP sdo utilizados no diagndstico e prognéstico
da IC (SILVER et al., 2004; SWEDBERG et al, 2005). Numerosos estudos tém demonstrado
0 seu valor tanto em estudos realizados em humanos (DAVIS et al., 1994; MAEDER et al.,
2010) quanto em animais (CHEN et al., 2015; LUCHNER et al., 1998). Além disso, 0 BNP
tem sido considerado um pardmetro de maior eficicia do que a FEVE e a concentracdo
plasmatica do ANP no diagndstico de IC (DAVIS et al., 1994). No presente estudo
verificamos aumentadas concentracfes plasmaticas de BNP nos animais com IC, como
observado em outros estudos em ratos 12 h, 1 dia e 3 dias ap6s IM (HAMA et al., 1995) e
estudos com ratos com IC 8 semanas ap6s IM (KALISZ et al., 2015). Assim, a avaliagdo da
concentracdo plasmatica do BNP também contribuiu na sele¢do dos animais infartados com
prognostico para IC a prosseguirem no presente estudo.

Outro fator que contribuiu para a selecdo dos animais infartados com prognostico
para IC foi o reduzido ganho de peso corporal observado nos presentes animais, e, ja descrito
por Faria e colaboradores (2011), que reconhecem a perda de peso corporal dos animais IM

como um importante marcador para a deteccdo precoce do desenvolvimento de IC apos
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infarto em ratos. Os animais ICs apresentaram aumento de massa corporal ao longo das 8
semanas de sedentarismo, porém esse foi de menor magnitude se comparado aos animais
SHAM, o0 que estd de acordo com outros trabalhos utilizando ratos 3 dias apés IM
(SARTORIO et al., 2005), 1 semana (TEERLINK et al., 1994) e 4 semanas ap6s IM (COUTO
et al. 2015). A perda de peso em pacientes com IC, j& documentada por Hipocrates (460-370
a.C.) (KATZ; KATZ, 1962), tem sido denominada como caquexia cardiaca (ALVES et al.,
2015; MANCINI et al., 1992) e de acordo com Faria e colaboradores (2011), pode ser
utilizada como um marcador para a detec¢do precoce do desenvolvimento de IC apdés infarto
em ratos.

Existem algumas teorias para essa perda de massa corporal. Poderia ser devido a
reduzida procura por alimento observada ao longo de 6 semanas nos animais infartados
(FRANCIS et al.,2001), aumento da taxa metabdlica basal devido ao aumento do trabalho dos
musculos respiratorios (RESNICK; FRIEDMAN, 1935), ou por efeito anoréxico (BRINK et
al., 1996) e de inducéo da perda de tecido muscular pela angiotensina Il (BRINK et al., 2001),
ou ainda devido ao aumento das concentracdes circulantes de fator de necrose tumoral
(LEVINE et al., 1990). Também tem sido discutido se os horménios peptideo atrial
natriurético (ANP) e peptideo natriurético cerebral (BNP), ambos produzidos de forma
regulada pelos cardiomidcitos em resposta a distensdo do miocardio e sobrecarga de volume,
desempenham papel na caquexia cardiaca (CANNONE et al., 2014). Além disso, recentes
estudos apontam para o envolvimento das vias ubiquitina-proteassoma e autofagia/
proteolitica lisossomal no processo de perda de massa muscular na IC (CUNHA et al., 2012;
JANNIG et al., 2014).

Apesar dos relatos de perda de massa muscular com a IC, no presente estudo ndo
verificamos perda de massa muscular com a IC nos animais estudados ao avaliar o peso
umido corrigido pela tibia de masculos como séleo e gastrocnémio. Alguns estudos utilizando
modelo de IC em camundongos por delegdo de adrenoceptores aa € ac ObServaram presenca
de atrofia muscular avaliando a area de seccao transversa de masculos plantar e séleo apenas
apos 0s 7 meses de idade, mas ndo aos 3 meses (BACURAU et al., 2009) e em musculo
plantar apds 0s 7 meses de idade, mas ndo aos 5 meses (CUNHA et al., 2012). Em outros dois
estudos utilizando modelo de IC, semelhante ao do presente estudo, demonstraram perda de
massa muscular no muasculo plantar em ratos com IC 3 meses pos-IM (BECHARA et al.,
2014), mas massa muscular do gastrocnémio inalterada 2 meses pds-IM (FORECHI et al.,
2015). O conjunto desses achados sugere que a atrofia muscular seja modelo experimental e

tempo dependente e individualizada para cada tipo muscular.
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6.2 Desempenho e peso corporal dos animais ao longo do treinamento fisico aerdbio

Sabe-se que o TF tem efeitos benéficos ndo apenas em individuos saudaveis, mas
também em cardiopatias como o IM e mesmo em presenca de IC compensada (MORAES et
al., 2005).

Ao inicio do protocolo de TF os animais dos grupos IC sedentario e treinado
apresentaram uma reducdo do desempenho fisico quando comparado com o grupo SHAM
sedentario e treinado, evidenciando-se o declinio da capacidade aerébia com o IM (KEMI et
al., 2007; LEOSCO et al., 2008).

Ao final das 8 semanas de TF em esteira ergométrica, 0 TF de moderada
intensidade tanto nos animais SHAM quanto nos IC foi efetivo em aumentar a capacidade
fisica. Foi possivel identificar um aumento significativo da distancia percorrida avaliada
durante os testes de esforco nos animais SHAMt e ICt quando comparado aos animais
SHAMs e ICs, respectivamente. Semelhante fato foi observado em outros trabalhos com IC
apos 8 semanas de TF (KEMI et al., 2007; LEOSCO et al., 2008).

Dados da literatura também demonstraram que o TF ocasionou ainda uma reducdo
significativa do peso corporal dos animais SHAM apds 3 semanas de TF em esteira
ergométrica (LIBONATI, 2003), como foi observado no presente estudo e em estudo com
individuos obesos ou levemente obesos, mas sem doenca metabdlica, apds 8 meses de TF de
moderada intendidade (SLENTZ et al., 2004). Foi observado ainda que a perda de peso como
0 TF aerobio pode ser devida a reducdo tanto da gordura subcutanea em individuos sem
sobrepeso e saudaveis (TREMBLAY et al., 1994), quanto reducdo da gordura visceral
abdominal em individuos com IC e obesos (SLENTZ et al., 2005). Outros autores relataram
que TF de 6 meses a 1 ano é capaz de melhorar os perfis lipidicos quer com perda de peso
(WILLIAMS et al., 1989) ou ndo (KRAUS et al., 2002).

6.3 Dados hemodinamicos e morfométricos

Com relacdo aos dados hemodinadmicos constatou-se que, ao final das 8 semanas
de protocolo de TF, os valores reduzidos de PSVE encontrados tanto em ICs quanto em ICt
quando comparados aos seus respectivos controles, caracterizaram um prejuizo do VE em
gerar pressdo. Associado a isso, observou-se ainda valores reduzidos de dP/dt+ e elevados de
PDfVE, os quais apontam um prejuizo de contratilidade que pode estar repercutindo em um
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inadequado esvaziamento ventricular durante a sistole que, por sua vez, conduz ao aumento
do volume de sangue residual ao inicio da diastole ventricular e possivelmente a um prejuizo
da geracdo de fluxo. Uma reducdo dP/dt- foi também observada nos grupos IC quando
comparado com SHAM, sugerindo um prejuizo de relaxamento do VE, o que também
contribui para os elevados valores de PDfVE, o qual foi reportado em outros estudos (KEMI
etal., 2007; DE WAARD et al., 2010). Tais alteragcdes tomadas em conjunto sdo sugestivas de
disfuncdo ventricular esquerda presente em animais IC sedentarios (BAUERSACHS et al.,
2001; COUTO et al., 2015; SARTORIO et al., 2007) e que permaneceram inalteradas mesmo
apos o TF, o que esta de acordo com outros trabalhos (KEMI et al., 2007; KEMI et al., 2012).
Por outro lado, o TF em esteira ergométrica por 10 semanas foi capaz de reduzir o volume
diastélico final do VE em pacientes com IC apresentando FEVE preservada (>45%)
(MCGREGOR et al., 2016), assim como foi capaz de reduzir os volumes sistolico e diastélico
do VE de pacientes ap6s IM com FEVE reduzida, especialmente quando iniciado
precocemente (HAYKOWSKY et al., 2011).

Observou-se ainda, que concordante com a PSVE, os animais dos grupos IC
apresentaram reducdo da PAS quando comparado aos animais dos grupos SHAM, semelhante
ao que foi demonstrado em ratos classificados como apresentando IC apés 4 semanas de IM
(PEREIRA et al. 2005; COUTO et al., 2015). Por outro lado, a elevagdo da PAD nos animais
dos grupos IC do presente trabalho, pode ser indicio de aumento da resisténcia vascular
periférica. O TF ndo alterou esse parametro.

Os valores da FC mostraram-se inalterados com a IC, como observado em outros
estudos (DELP et al., 1997; DOS SANTOS et al., 2010) e o TF ndo alterou esse parametro
nos animais, resultado que esta de acordo com outros estudos em humanos com IC
(MAIORANA et al., 2011) e em ratos com IC apds protocolo de TF de 10 semanas (LEOSCO
et al.,, 2008). Cabe salientar que as mensuragdes hemodindmicas foram obtidas com o0s
animais sob efeito anestésico. O anestésico de escolha, uretana, tem sido caracterizado por
produzir um nivel anestésico com preservacgéo de reflexos cardiovasculares, contanto que haja
0 cuidado para evitar doses desnecessariamente elevadas e a via de administragédo adequada
(MAGGI; MELI, 1986). Contudo, outro estudo observou que uretana pode bloquear a
atividade cardiovascular da angiotensina I, o que representa cerca de 30% do seu efeito
pressorico total (VOLICER; LOEW, 1971). Outro estudo afirma ainda que a uretana, pode
agir tanto por modesta estimulacao de receptores de glicina, GABA e colinérgicos nicotinicos,
quanto inibicdo de receptores glutamatérgicos (AMPA e NMDA), diferente de outros

anestésicos que sdo mais seletivos para um sistema (e.g., ketamina com receptor NMDA e
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propofol com receptor GABA), alterando, portanto, diversos sistemas neurotransmissores do
sistema nervoso central e requerendo, portanto, maior sutileza no seu uso (HARA; HARRIS,
2002). Nesse sentido, respostas produzidas por manipulacbes fisiologicas em animal
anestesiado com uretana podem nao ser tdo semelhantes as produzidas no animal acordado, o
que favorece a compreensao dos valores de FC encontrados semelhantes em animais SHAM e
IC, quando, na verdade, 0 que se encontra na préatica clinica é uma taquicardia induzida pela
IC (PATEL; WHITTAKER, 2007; UMANA et al., 2003) e uma bradicardia induzida pelo TF
(FRICK et al., 1967; KRIEGER et al., 1998).

Quanto aos dados morfométricos, como jad observado em outros trabalhos
(COUTO et al., 2015; FLETCHER et al., 1981; PFEFFER et al., 1979), o aumento
significativo da razdo peso do VD/T acompanhado da elevacdo da razdo peso Pulmao/T, de
animais dos grupos IC quando comparados aos grupos dos animais SHAM, sugerem uma
congestdo pulmonar acompanhada de aumento de sobrecarga do VD, o que, condiz com um
quadro de IC. Isso ocorre devido a sobrecarga do VE em decorréncia da perda do tecido
contratil, provocando acUimulo de sangue que acontece de forma retrograda gerando
congestdo pulmonar e aumento da pds-carga do VD. Assim, o VD sofre hipertrofia a qual
ocorre tanto por elevacao da pressao sistolica ventricular direita, quanto da presséo diastolica
final ventricular direita (PFEFFER et al., 1979). Observou-se ainda que em ambos 0S grupos
IC a razdo peso do VE/T aparentemente ndo apresentou alteracdo morfométrica, porém sabe-
se que a perda tecidual, resultante da cicatriz da regido infartada, parece ser compensada pela
hipertrofia do miocéardio remanescente, conforme ja descrito na literatura (PFEFFER;
BRAUNWALD, 1990).

De forma geral, pode-se afirmar que os resultados morfométricos juntamente com
0s hemodinamicos levam a inferir que houve remodelamento cardiaco com hipertrofia do
miocardio remanescente, e que os indicios de sobrecarga do VD acompanhada de congestao
pulmonar, s&o sinais claros de IC nos animais com IM, e que o TF ndo modificou esses

parametros.

6.4 Reatividade Vascular

6.4.1 Respostas vasodilatadora e vasoconstritora

Sabe-se que a funcdo endotelial é essencial para a manutencdo da homeostasia dos

vasos sanguineos mediante a producdo de fatores derivados do endotélio como o NO
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(PALMER, 1987). No presente estudo verificamos que a resposta vasodilatadora em resposta
a ACh em anéis de artéria tibial caudal ndo exibiu diferenca entre os grupos SHAM e IC e que
o0 TF ndo alterou essa resposta. Esse resultado esta de acordo com outros estudos nos quais
também ndo foram relatados prejuizo do relaxamento dependente do endotélio, como em
artéria braquial de pacientes com IC quando comparados com individuos saudaveis (BANK et
al.; 1994), em artéria mesentérica de ratos apds 4 meses (BRANDES et al., 1998), ou 10
semanas (BAGGIA et al., 1997), em aorta apos 1 més (TEERLINK et al., 1993), e em artéria
femoral de segunda e terceira ordem apds 2 meses (TRAUTNER et al., 2006) da cirurgia de
inducdo de IC.

Sabe-se que o relaxamento dependente do endotélio ndo estd uniformemente
prejudicado com o IM ou com a IC (BAGGIA et al., 1997, ZELIS; FLAIM, 1981). Alguns
autores tem encontrado prejuizo da resposta vasodilatadora dependente do endotélio em anéis
de aorta (TEERLINK et al., 1994), coronaria (COUTO et al., 2015) e pulmonar (BAGGIA et
al., 1997) de ratos com sinais de IC. Todavia em ratos com IM, porém sem sinais de IC, o
relaxamento dependente do endotélio em artéria coronaria foi maior que o observado em
animais controle (COUTO et al., 2015), demonstrando uma modulacdo do endotélio variando
tanto com o estagio da doenca quanto com o tipo de vaso estudado (COUTO et al., 2015;
FANG; MARWICK, 2002).

Em trabalhos utilizando o monometilarginina (L-NMMA), um inibidor n&o
seletivo da eNOS, em pacientes com IC (KUBO et al., 1994), assim como em ratos com IC
apos 10 semanas de IM, (DREXLER; LU, 1992), a resposta vasoconstritora ao L-NMMA
estava preservada. Esses autores sugerem que a atividade do NO basal estava preservada e,
possivelmente, desempenhando um papel compensatério antagonizando forcas
vasoconstritoras, uma vez que o fluxo sanguineo do bragco em pacientes com IC (KUBO et al.,
1994) e de membro pélvico dos animais com IC (DREXLER; LU, 1992) em resposta a ACh
encontrava-se prejudicado.

No presente estudo observou-se que o TF ndo alterou a resposta vasodilatadora
dependente do endotélio em artéria tibial caudal dos grupos SHAM e IC. Em estudo com
pacientes com IC compensada ndo edematosa, 0 exercicio do antebraco produziu um
progressivo aumento do fluxo sanguineo desse membro, bem como, resposta de resisténcia
vascular em niveis similares aquela de individuos saudaveis, (WILSON et al., 1986a),
semelhante ao que foi encontrado ao mensurar o leito vascular femoral em cdes com leve
edema produzido por IC desencadeada por 3 semanas de implantacdo de marcapasso

(WILSON et al., 1886b). Entretanto, em estudo com pacientes com IC severamente
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edematosos, foi encontrado uma reducdo da queda de resisténcia vascular, durante exercicio
de antebraco em resposta a hiperemia reativa, quando comparado aos individuos saudaveis
(ZELIS et al., 1968), sugerindo que esses pacientes possuem uma anormalidade das arteriolas
musculares.

Drexler e colaboradores (1987) sugerem que a reducdo das cifras de pressao
arterial durante o exercicio aerébio agudo, em ratos 21 dias ap6s o IM, pode contribuir para
uma subperfusdo muscular na IC e que essa subperfusdo pode ser devido a uma
vasoconstricdo regional gerando uma redistribuicdo do fluxo sanguineo durante o exercicio,
hipotese apoiada por Musch e colaboradores (1992) avaliando o fluxo sanguineo para o
membro pélvico em ratos 6 semanas ap6s o IM. Apesar desses achados, os fatores que
medeiam esse fendmeno permanecem controversos.

Fisiologicamente essa distribuicdo varia em funcdo da composicdo do tipo de
fibra (oxidativa, glicolitica ou mista) e do padrdo de recrutamento espacial das fibras dentro
do musculo (ARMSTRONG; LAUGHLIN, 1983), porém, em face a IC, ocorre uma reducao
do fluxo para as fibras oxidativas, alterando, portanto, o padrdo de distribuicdo do fluxo
sanguineo muscular. Por outro lado, ja tem sido demonstrado que o TF pode melhorar a
capacidade oxidativa do musculo esquelético na IC (ADAMOPOQULOS et al., 1993), porém
sem alterar o fluxo sanguineo (LEJEMTEL et al., 1986; SULLIVAN et al., 1988).

No presente estudo a artéria tibial caudal, que irriga grupos musculares flexores
do membro pélvico de roedores tais como musculos popliteo, flexor longo do halux, flexor
longo dos artelhos e cabeca lateral do musculo gastrocnénio (EKEN et al., 2005; LEAL et al.,
2016) de caracteristicas predominantemente glicolitica e mista (ARIANO, et al., 1973), ndo
apresentou alteracdo na resposta vasodilatadora dependente do endotélio em animais com IC
guando comparado com SHAM. De acordo com Drexler e colaboradores (1987), o fluxo
sanguineo esta principalmente comprometido, em presenca de IC, para por¢des oxidativas dos
musculos esqueléticos, como encontrado aumentado durante o exercicio em mausculo
gastrocnémio na sua porcao com alto percentual de fibras oxidativas, mas inalterado em sua
porcdo mista. Tal fato nos ajudaria a entender a fungdo vascular preservada da artéria tibial
caudal mesmo em presenca de IC. Musch e colaboradores (1992), no entanto, encontraram em
seu estudo que o prejuizo no fluxo sanguineo ndo esta restrito apenas as por¢des musculares
oxidativas, mas também as porcGes mistas.

Quanto ao efeito vasodilatador do doador de NO ndo se observou alteragdo nas
artérias tibiais caudais tanto dos animais IC como apds o TF. Resultados similares tém sido

encontrados, como em estudo com pacientes com IC, nos quais a administracdo regional de
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nitroglicerina ndo alterou o fluxo sanguineo do braco quando comparado a individuos
controle (SCHWARZ et al., 1994); em estudo utilizando artéria mesentérica de resisténcia de
ratos apos 9 semanas de IM (WANG et al., 2010) assim como em artéria corondria septal de
ratos 4 semanas pos-IM (COUTO et al., 2015), indicando que a IC parece ndo afetar o
mecanismo de relaxamento do musculo liso vascular ativado pela via da guanilato ciclase
soluvel.

Avaliando o efeito do TF na resposta vascular em presenca do doador de NO
observou-se que a vasodilatacdo ndo foi diferente entre os grupos, como ja observado
previamente em estudo com artéria mesentérica de resisténcia de ratos com 1C submetidos a
protocolo de TF em esteira ergométrica por 8 semanas (WANG et al., 2010). Por outro lado,
dados ndo publicados do nosso grupo, utilizando a artéria corondria septal, dos mesmos
animais utilizados no presente estudo, demonstram que as corondrias dos ICs apresentam
prejuizo na vasodilatacdo mediada pelo NPS quando comparado aos SHAMs e que o TF
reverteu esse efeito. 1sso sugere que possivelmente, a artéria tibial caudal apresenta um
mecanismo compensatorio a fim de manter a perfusdo tecidual para os musculos esqueléticos
mesmo em presenca de IC.

No presente trabalho também avaliou-se a resposta contratil 8 NOR, a qual ndo
apresentou alteracdo quando comparada as artérias dos animais SHAM, o que esta de acordo
com estudos do nosso grupo de pesquisa utilizando artérias de resisténcia do masculo
esquelético de ratos infartados (COUTO, 2012) e com outros estudos avaliando a resposta
contratil a NOR em artéria femoral de segunda e terceira ordem apds 2 meses de IM
(TRAUTNER et al., 2006) e pequenas artérias provenientes de bidpsias de pele e gordura
subcutanea de pacientes com IC (HILLIER et al., 1999). Em estudo com pacientes com IC
severamente edematosos, foi também observado que o tdnus vasomotor no fluxo sanguineo
de pico de hiperemia reativa apds infusdo de NOR foi semelhante a individuos saudaveis,
apesar de esse procedimento aumentar a concentracao dessa catecolamina no sangue arterial e
aumentar a resisténcia vascular (ZELIS et al., 1968).

Uma possivel explicacdo para esses achados é a aumentada atividade do NO,
como sugerido por Da Cunha e colaboradores (2004). Nesse trabalho os autores também nao
encontraram alteracdo nas respostas vasoconstritora e vasodilatadora em aorta de ratos 4
semanas apos IM, porém demonstraram que em aorta de animais infartados e tratados com L-
NAME, um inibidor nédo seletivo da eNOS, por 4 semanas, houve um aumento da resposta
vasoconstritora bem como uma atenuada vasodilatagdo quando comparados ao animais

infartados controles. De acordo com esses achados, Couto e colaboradores (2015)
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encontraram uma reduzida biodisponibilidade de NO em artéria coronaria de animais com IC
apos 4 semanas de IM. Em contrapartida, ha uma aumentada biodisponibilidade de NO em
coronarias de animais infartados, mas sem sinais de IC. Tais achados sugerem que 0 NO pode
estar agindo como um mecanismo protetor contra uma excessiva descarga simpatica presente
noIMe IC.

No que diz respeito a resposta contratil nos grupos estudados, o TF ndo modificou
esse parametro, o que estd de acordo com o observado por Jasperse e Laughlin (1999), ao
avaliar a resposta contratil a NOR em artérias do musculo soleo ap6s 10-12 semanas de TF

em esteira ergomeétrica.

6.4.2 Resposta miogénica e mobilizacdo do Ca®*

Em outras abordagens experimentais que visam entender a fisiopatologia da IC,
estudos tém observado que alteragbes hemodinamicas, como a redugdo do fluxo sanguineo
encontrada nos musculos esqueléticos tanto em humanos com IC (OLSON et al., 2010)
guanto em modelos de IM em ratos (MUSCH; TERRELL, 1992), podem estar associadas a
alteracOes estruturais da parede vascular, bem como a possiveis modificacGes na sinalizacdo
intracelular do masculo liso vascular ou endotélio (POURAGEAUD; DE MEY, 1998), que
possam levar a um prejuizo da autorregulacdo do fluxo sanguineo local.

A fim de avaliar se esse importante mecanismo de autorregulacdo do fluxo
sanguineo encontrava-se alterado com a IC, foram realizados experimentos por meio da
técnica de artérias pressurizadas em artéria tibial caudal, artéria de terceira ordem proveniente
da artéria femoral, na qual foi encontrada marcante propriedade miogénica.

Foi observado pela primeira vez no presente estudo que os animais com IC
apresentavam prejuizo da resposta miogénica das artérias tibiais caudais. O prejuizo da
resposta miogénica foi observado com o avancar da idade, como avaliado por Kang e
colaboradores (2009) em arteriolas dos musculos séleo e gastrocnémio de ratos idosos. Por
outro lado, a resposta miogénica foi amplificada em estudo com artéria mesentérica de ratos 3
meses apés IM (GSCHWEND et al., 2003) e em artéria cerebral posterior de camundongos 4
a 6 semanas ap6s o IM (YANG et al., 2012). Além disso, a resposta anormal da vasculatura
periférica, como encontrada com a senescéncia e no presente estudo, pode contribuir para 0s
sintomas comuns de fadiga e reduzida tolerdncia ao exercicio em pacientes com IC (CEILER
et al., 1999; ZELIS et al., 1968). O prejuizo da resposta miogénica pode ser pelo menos uma

das razbes para esses sintomas, em meio a associacdo de muitos outros fatores como
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alteraces hormonais, aumentada atividade nervosa simpética que podem influenciar a relagéo
entre a pressao e o fluxo sanguineo e contribuir para o surgimento de alteraces ao longo da
arvore arterial na IC (FAIRFAX et al., 2015).

Estudo avaliando a sensibilidade ao Ca** via ROCK em artérias de resisténcia da
musculatura esquelética de hamster demonstrou que o NO foi capaz de diminur a
sensibilidade ao Ca** em células do mésculo liso vascular, participando, portanto, como uma
via de dessensibilizacdo ao Ca®* e sendo considerado um modulador da atividade da MLCP e,
portanto do ténus vascular (BOLZ et al., 2003).

Sabendo-se que em outros estudos utilizando o modelo de IM foi documentado
um aumento da expressdo da eNOS em diferentes artérias (BAUERSACHS et al., 1999;
COUTO et al., 2015). Artérias do grupo IC do presente estudo apresentaram vasodilatacao
dependente do endotélio preservada, pode-se sugerir que um possivel aumento da
disponibilidade do NO nessas artérias possa estar atenuando a resposta miogénica dos vasos
de animais com IC. Mas para isso seria necessario confirmar a hipotese de que essas artérias
teriam dependéncia da via da ROCK para a manutencédo das respostas miogénicas exibidas.

Para estudar alguns dos mecanismos responsaveis pela alteracdo da resposta
miogénica encontrada nas artérias de animais com IC, foi avaliada a participacdo da via da
ROCK. Em artérias tibiais caudais de SHAMSs observou-se uma forte inibicdo da resposta
miogénica com o uso do inibidor Y-27632, como observado em artéria de resisténcia da cauda
(SCHUBERT et al., 2002), em artéria cerebral média (JOHNSON et al., 2009) e em artéria
cerebral posterior de ratos (GOKINA et al., 2005). Um dado observado pela primeira vez em
artérias de animais com IC foi que essas artérias, apesar de exibirem pequena resposta
miogénica, ainda assim o Y-27632 causou uma inibicdo dessa resposta. Essas respostas
sugerem que a ROCK tem importante participacdo entre as vias de sinalizag&o propostas para
a resposta miogénica e que sua atuacdo da-se tanto em artéria tibial caudal de animais
saudaveis quanto em artérias de animais com IC.

Diversos estudos mostram que o desenvolvimento e a manutencdo da resposta
miogénica deve-se a sensibilizagdo da maquinaria contratil ao calcio (VANBAVEL et al.,
1998) cujas vias como a PKC e ROCK podem estar envolvidas, como observado em artéria
basilar (YEON et al., 2002). No presente estudo, no entanto, ndo se observou alteracdo na
expressdo nem da PKCa nem da ROCK II com a IC. Contudo, apesar da expressao proteica
da ROCK Il ndo apresentar alteragdo com a IC, ndo se pode excluir seu envolvimento no
prejuizo observado na resposta miogénica, uma vez que o uso do inibidor da ROCK
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demonstrou o importante papel da sensibilizacdo ao Ca®* via ROCK para o desenvolvimento e
manutencao da resposta miogénica.

Para avaliar outros possiveis mecanismos responsaveis pela alteracdo da resposta
miogénica encontrada nas artérias de animais com IC e conhecendo estudos que relatam
reduzida expressdo de proteinas como a SERCA-2 (BOCALINI et al., 2012; ROLIM et al.,
2007) em VE de animais com IC, o presente trabalho avaliou a possibilidade de alteragdo nas
vias de mobilizagdo do Ca** em artérias tibiais caudais.

Quanto a cinética do Ca*; em artérias tibiais caudais ndo foi observada alteracio
em resposta & NOR na auséncia de Ca’*.. Ou seja, vias de sinalizacdo como a ativacéo da
PLC, produzindo IP3 a qual se liga a receptores especificos no reticulo sarcoplasmatico para
liberacdo de Ca?*, e o diacilglicerol (DAG), ativando a proteina kinase C (PKC) (SOMLYO;
SOMLYO, 2003), bem como a recaptacdo de Ca®* pela SERCA regulada pelo fosfolambano
(PLB) (SCHNEIDER et al., 2015), parecem ndo estar envolvidas com a IC. De maneira
semelhante a razdo SERCA-2/PLB tambeém se mostrou inalterada em artérias tibiais caudais
de animais com a IC.

A dinamica de Ca®' relacionada ao influxo de Ca*',, avaliada adicionando-se
CaCl, em presenca de NOR ap6s deplecdo dos estoques de Ca®*;, manteve-se inalterada nas
artérias tibiais caudais de animais com IC. Essa resposta esta de acordo com estudo utilizando
aorta de ratos 3 dias p6s-IM (KIM et al., 2014). Possivelmente, mecanismos celulares que
respondem ao estimulo mecéanico do estiramento da membrana e que estdo por trds da
resposta miogénica, canais para cations “ndo seletivos”, como os canais potencial receptor
transiente na sua subfamilia vaniloide (TRPV1-6 e TRPV4) (MORITA et al., 2007; WELSH
et al., 2002) e o NCX (RAINA et al., 2008), parecem nao estar envolvidos com as alteracfes
encontradas na artéria tibial caudal de animais com IC. No entanto, de forma surpreendente,
ao avaliar a expressdo proteica da Cay1.2, a mesma encontrou-se aumentada em artérias de
animais com ICs. Provavelmente sua aumentada expressdo seja uma forma de compensar e
manter a pequena resposta miogénica encontrada nessas artérias.

O presente estudo documenta ainda um novo achado demonstrando que o TF em
artérias de animais com IC foi capaz de restaurar a constricdo miogénica ao nivel das artérias
dos animais SHAMs. O estudo verificou também que, em artérias dos animais SHAM o TF
foi capaz de amplificar a resposta miogénica.

Estudos avaliando o efeito do TF na resposta miogénica sao escassos € 0 presente
estudo é o primeiro a avaliar o seu efeito na IC. Em trabalhos onde se utilizaram o TF em

esteira ergometrica de 10-12 semanas em animais saudaveis, observou-se que arteriolas do
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muasculo soleo de ratos exibiram resposta miogénica similar aos animais sedentarios
(JASPERSE; LAUGHLIN, 1999). No entanto, no primeiro ramo intramuscular da arteriola do
musculo séleo, foi observado que o TF aumentou a resposta miogénica tanto em animais
jovens quanto em animais idosos (GHOSH et al., 2015), melhora que foi atribuida a uma
reducéo da modulago dos canais para K* operados por voltagem.

A fim de tentar compreender os provaveis mecanismos celulares pelos quais o TF
poderia estar melhorando a resposta miogénica nas artérias tibiais caudais, 0 presente estudo
avaliou a contribuicdo de uma das via de sensibilizacdo ao Ca®*, a ROCK. Observou-se que a
via da ROCK tem consideravel importancia entre 0s mecanismos que compdem a resposta
miogénica de artérias tibiais caudais dos animais treinados, visto que houve uma significativa
inibicdo da resposta miogénica encontrada na presenca do Y-27632. Contudo, essa inibicao
foi de menor magnitude nos animais IC se comparada com a inibicdo observada nas artérias
dos animais sedentérios, onde a curva com o inibidor coincidiu com a curva em condi¢do
0Ca?*. Tal fato leva a crer que a ROCK pode estar envolvida com a melhora da resposta
miogénica com o TF nas artérias estudadas, porém existem outras vias que também
participam desse aumento da resposta miogénica. Os dados de expressao proteica da ROCK 11
corroboram com essa observacao, pelo menos no que diz respeito as artérias de animais ICt,
uma vez que a expressdo proteica de ROCK encontrou-se aumentada nessas artérias. Por
outro lado a expressdo proteica da PKCa nao se modificou entre os grupos, indicando que
essa via de sensibilizacdo ao Ca®* ndo seja a preferencial.

Estudo avaliando a participacdo das vias de sensibilizacdo ao Ca®* associado ao
TF observou que o Y-27632 nédo reverteu contracdo induzida por endotelina-1 de pequenas
artérias coronarias de porcos apos 14 semanas de TF em esteira ergométrica, porém o
Calphostin C (inibidor da PKC), sim (ROBLES et al., 2011). Esses achados no geral indicam
que diferentes vias de sensibilizacdo ao Ca®* parecem atuar diversamente conforme o leito
vascular. Ainda diante dessa variabilidade, cabe ressaltar a importancia do fendmeno da
sensibilizacdo ao Ca** na resposta miogénica estudada por diversos autores (JOHNSON et al.,
2009; SCHUBERT et al., 2002; YEON et al., 2002;). Porém, ainda pouco se sabe sobre 0s
mecanismos que culminam na sua ativacdo, sendo portanto, excelente alvo de futuros estudos.

Nessa perspectiva de que o fendmeno da sensibilizacdo ao Ca®* é capaz de
disparar a contracdo do musculo liso com pouca ou nenhuma elevacéo de concentracdo de
Ca®*; (OGUT; BROZOVICH, 2003), alguns estudos tém reforcado essa ideia, sugerindo que o
aumento da concentragdo Ca”*; néo é um requisito obrigatério para o desenvolvimento de um

nivel estavel de resposta miogénica (HILL et al., 2001). E mais, sugere-se que o aumento da
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concentracdo Ca”*; ocorre de forma muito localizada e é finamente regulado por componentes
da matriz extracelular como integrinas, fibronectina e coldgeno (SUN et al., 2012).

A fim de tentar compreender outros provaveis mecanismos celulares pelos quais o
TF poderia estar melhorando a resposta miogénica nas artérias tibiais caudais, o proximo
passo do presente estudo foi avaliar vias de mobilizacdo de intracelular do Ca®*, visto que ja
foi observado na literatura que a expresséo da SERCA-2 em amostras de VE de
camundongos, que ndo expressam 0s adrenoceptores aya/azc € que apresentam IC induzida
por hiperatividade simpatica, submetidos a TF por 8 semanas em esteira ergométrica, teve
seus niveis restaurados (ROLIM et al., 2007).

Assim, avaliando a cinética do Ca®*; em artérias tibiais caudais observou-se que
animais com ICt, mas ndo SHAMt, aumentaram a resposta contratil 8 NOR na auséncia de
Ca’*, sugerindo um aumento da mobilizagdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmético nas artérias
dos IC p6s-TF. Corroborando com esse achado, a razdo SERCA-2/PLB também se mostrou
aumentada em artérias tibiais caudais de animais ICt.

Sabe-se que o TF apresenta efeitos benéficos na IC, dentre eles a reducdo da
hiperatividade simpatica (BACURAU et al, 2009; NEGRAO; MIDDLEKAUFF, 2008), bem
como preserva do tdnus parassimpatico para o coracdo (ICHIGE et al., 2016). Nesse sentido
um estudo avaliando o efeito da estimulacdo nervosa vagal por 8 semanas em ratos com IC
observou elevacdo na expressdo proteica da SERCA-2 e PLB associada a reducdo dos niveis
plasméaticos de NOR, além de melhorar a funcdo cardiaca (ZHANG et al., 2016). Dessa
forma, a melhora observada com o TF no presente estudo pode se dever, pelo menos em parte,
as alteragdes produzidas pela melhora do desbalan¢o autonémico caracteristico da IC.

O influxo de Ca%, por outro lado, manteve-se inalterado nas artérias tibiais
caudais de animais submetidos ao TF. No entanto, a expressdo do Cay1.2 manteve elevada,
como observada no animais 1Cs. No que diz respeito ao Cay1.2, estudos tém demonstrado que
o TF em esteira ergométrica de 12 a 20 semanas em porcos aumentou a densidade de corrente
desses em mausculo liso de artéria coronaria (BOWLES et al., 1998; BOWLES, 2001). A
propdsito, outro estudo utilizando também a artéria coronaria de porcos mostrou que o TF de
16 a 22 semanas foi capaz de aumentar a constricdo miogénica, contra as expectativas do
préprio autor (MULLER et al., 1993). Nesse sentido, parece que o Cay1.2 tem importante

participacdo nos beneficios do TF na resposta miogénica.
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6.5 Estrutura e mecanica vascular

Sabendo-se que as pequenas artérias assim como as arteriolas sofrem uma
complexa interacdo entre estimulos como pressdo, tensdo de cisalhamento e estado
metabdlico do tecido, e que, em longo prazo, os vasos de resisténcia e arteriolas podem se
ajustar estruturalmente a fim de manter dimensdes adequadas a regulacéo do fluxo (PRIES et
al., 2001), tornou-se necessario avaliar os ajustes estruturais compensatorios assim como 0s
mecénicos em decorréncia da IC na artéria tibial caudal.

Foi observado no presente estudo que, quando comparadas com SHAM, as
artérias tibiais caudais dos animais dos grupos IC apresentaram um aumento dos D; e De, 0
que caracteriza um remodelamento para fora da parede arterial (MULVANY, 1999; VAN
VARIK et al., 2012). De fato, como ja foi observado por Gaballa e colaboradores (1995) em
seu estudo avaliando artéria carotida de ratos 6 semanas p6s-1M, ocorre um remodelamento
estrutural da parede arterial associado a um aumento da area celular, bem como em outro
estudo com a mesma artéria de pacientes com IC com fracdo de ejecdo preservada, observou-
se aumento do diametro arterial (LIAO et al., 2012). Nesse estudo os autores especulam que a
elevacdo cronica do estresse mecanico provocado pelo aumento do estiramento ciclico da
pressao de pulso, pode ser a causa da dilatacdo do liumen arterial da carétida, acompanhando o
desenvolvimento da IC. Entretanto tal efeito € menos provavel na maioria das artérias
musculares periféricas, onde a onda de pulso encontra-se amortizada e a regulacéo do calibre
envolve maltiplos estimulos em um cenario mecanico-funcional complexo (VAN DEN
AKKER et al., 2010).

Sabe-se que, no entanto, em resposta a prolongadas alteracfes funcionais, 0s
vasos sanguineos ajustam a sua conformagdo (FOLKOW, 1983). Diversos estudos tém
demonstrado que a alteragdo crbnica em varidveis como o fluxo sanguineo e por sua vez a
tenséo de cisalhamento podem induzir remodelamento estrutural em artérias de resisténcia do
musculo esquelético (DELP et al., 2000) e em primeiro ramo de artéria mesentérica
(POURAGEAUD; DE MEY, 1998) de ratos. Contudo, nem todos os dados estdo em
conformidade no que se refere ao fluxo sanguineo para musculo esquelético de repouso em
IM e IC. Existem relatos de reducdo do fluxo sanguineo (MUSCH; TERRELL, 1992;
LINDSAY et al., 1996), enquanto em outros o fluxo permaneceu inalterado (DREXLER et
al., 1987; DREXLER et al., 1990) ou ainda reduzido em pacientes com IC severa, mas
inalterado em IC moderada (SORENSEN et al., 1999). Possivelmente essas diferencas,

especialmente no que se refere ao modelo experimental com ratos infartados, se deem devido
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ao efeito do anestésico utilizado, o qual pode apresentar um efeito vasodilatador e, portanto,
induzir uma menor resisténcia periférica (BUSS et al., 1999).

Em elegante estudo utilizando artéria cremastérica de primeira ordem de rato, a
qual € bastante longa e praticamente ndo ramificada, Bakker e colaboradores (2003)
encontraram que a mudancga no perfil de pressdo ao longo do comprimento da artéria produziu
aumento no diametro associado a um estresse de parede mantido e redugdo da tensdo de
cisalhamento na regido mais distal do vaso. Ou seja, ainda que a tensdo de cisalhamento seja
um fator importante na estrutura vascular, esse estudo sugere que o perfil de pressdo também
possui uma forte influéncia no ajuste estrutural do didmetro microvascular (BAKKER et al.,
2003).

No que diz respeito a AST as artérias tibiais caudais exibiram uma pequena
reducdo ao longo da curva de pressao, porém nao apresentaram alteracdo com a IC nem com o
TF. A razdo P/L apresentou uma pequena reducao no inicio da curva, ou seja, em pressdes
ndo fisioldgicas, mas ao longo da curva de pressdo ndo houve diferenga com a IC nem com o
TF.

Dados da literatura referentes a analises morfométricas apds processamento
histol6gico apontam uma diminuicdo da espessura da camada média resultando em uma
menor razdo P/L, porém sem diferenca da AST, como observado em artéria mesentérica de
resisténcia de ratos 6 e 9 meses pos-IM (BUSS et al., 1999); aumento do D; associado a
reducdo da razdo P/L, sem alteracdo da AST em artéria mesentérica e pulmonar, ambas de
resisténcia de ratos 3 meses pos-IM (HEENEMAN et al., 1995). No entanto, Schieffer et al.
(1995) analisando artérias de resisténcia em cortes histologicos de musculo quadriceps de
ratos apds 1 ano pos-1M, encontrou aumento da espessura da camada média.

Como se pode observar na maioria dos estudos ao comparar com artérias de
resisténcia de animais SHAM, a IC parece ndo induzir significativa alteracdo na AST. O que
indica um remodelamento que conserva a mesma quantidade de material da parede arterial
associado a um lumem levemente maior, o qual pode ser caracterizado como um
remodelamento eutrofico para fora (MULVANY, 1999).

Naturalmente, o grau de remodelamento comparado com aquele observado em
ratos hipertensos (BRIONES et al., 2006) pode ser considerado moderado, contudo esta de
acordo com a importancia da correlacdo existente entre a pressdo arterial e o processo de
remodelamento avaliada por Mulvany e Korsgaard (1983).

Diversos outros mecanismos também podem estar envolvidos no remodelamento

de artérias de resisténcia do musculo esquelético no IM e IC cronica. A angiotensina Il é
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bastante conhecida na hipertensédo por provocar crescimento da parede arterial, conforme
observado em artéria mesentérica de terceira ordem, na qual houve redugdo do didmetro
luminal associado a aumento da espessura da parede e por sua vez da razdo M/L
(INTENGAN et al., 1999). Da mesma maneira foi observado em ratos saudaveis, sob infuséo
de angiotensina Il, os quais desenvolveram hipertensdo arterial seguida de aumento da AST
em artéria mesentérica superior (HEENEMAN et al., 1997).

Tal fato consiste num paradoxo, pois, no IM e na IC, ndo apenas as concentracdes
plasmaticas de angiotensina Il (SWEDBERG et al., 1990), como também de catecolaminas
(DAVIS et al., 1988) e endotelina (STEVENSON; FONAROW, 1992) estdo aumentadas, 0S
quais promovem crescimento das células do musculo liso vascular (CHUA et al., 1992;
DAEMEN et al.,, 1991) e sintese dos componentes da matriz extracelular (MARTINEZ-
LEMUS et al., 2009). No entanto, a infusdo de angiotensina Il ndo alterou a presséao arterial e
nem aumentou a AST em artéria mesentérica superior de ratos IM (HEENEMAN et al.,
1997), o que estaria de acordo com os dados do presente estudo. Além disso, foi observado
gue nesses animais submetidos ao IM, a infusdo de angiotensina Il ndo apenas elevou a
concentracdo plasmatica de angiotensina I, mas também a de ANP (HEENEMAN et al.,
1997).

Os hormoénios ANP e BNP possuem semelhante acdo bioldgica induzindo
vasodilatacdo, natriurese, supresséo do SRAA e potentes propriedades de regulagdo do
crescimento (MCGRATH et al., 2005). No IM agudo e na IC o ANP e o BNP sdo altamente
produzidos e secretados na tentativa de compensar as elevadas pressbes de enchimento
cardiacas (FRANCIS et al., 2001), tendo por isso implicacBes no diagnostico e prognostico
das sindromes coronarianas, além de possiveis aplicacfes farmacéuticas (CANNONE et al.,
2014; MCGRATH et al., 2005).

De fato, 0 ANP quando infundido em ratos hipertensos ndo sé induziu queda na
pressdo arterial de animais espontaneamente hipertensos (SHR) (CACHOFEIRO et al., 1989;
ELESGARAY et al., 2012) como foi capaz de reduzir a espessura da camada média em aorta
torécica e a AST de animais SHR (MOURLON-LE GRAND et al., 1993), demonstrando que
pode haver uma acgdo de inibicdo do crescimento vascular. Diante disso, pode-se sugerir que
as alteraces morfoldgicas encontradas nos animais dos grupos 1C no presente estudo podem
ser resultado tanto de fatores hemodindmicos quanto de fatores hormonais exercendo uma
ativagdo contrarreguladora.

No IM o remodelamento cardiaco pde em acdo uma serie de eventos relacionados

a matriz celular e extracelular, particularmente a substituicdo da matriz extracelular no
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miocardio remanescente, cujo processo é acelerado pela inducéo e/ou ativacdo de matriz de
metaloproteinases (MMPs), contribuindo para a progresséio da IC (SPINALE;
VILLARREAL, 2014). Quanto ao remodelamento vascular, Heeneman e colaboradores
(1995) ndo encontraram qualquer alteracdo nas concentracGes de colageno e elastina em
artérias de condutdncia como aorta toracica, mesentérica superior e renal apesar de ter
observado reducdo nos didmetros e AST dessas artérias de ratos apds 3 meses de IM.

Contudo, ndo esta claro ainda o quanto as MMPs estdo envolvidas nas alteracdes
mais sutis do remodelamento vascular no qual ndo envolve mudanca na massa da parede do
vaso. Evidéncias experimentais, no entanto, sugerem fortemente que as MMPs participam no
controle agudo e crénico de diametro da artéria resisténcia, as quais sdo nitidamente mais
sensiveis a variacbes na pressdo intraluminal se comparadas a artérias de condutancia
(DAVIS e HILL, 1999).

Foi proposto um modelo de desenvolvimento de tdnus e resposta miogénicas no
qual o aumento da pressdo intraluminal leva a ativacdo sequencial de MMPs, e do receptor
para fator de crescimento epidermal (EGFR) (LUCCHESI et al.,, 2004). Tal achado
favoreceria uma possivel correlacdo entre a resposta miogénica e o tipo de remodelamento
observado no presente estudo no grupo IC quando comparado ao SHAM, uma vez que
haveria uma menor ativacdo de MMPs, uma menor transativacdo do EGFR e, portanto,
reduzindo o efeito de promocdo de crescimento celular.

Outro componente da matriz extracelular que afeta tanto as caracteristicas de
conformacionais quanto a habilidades de regulacdo dos vasos sanguineos € a fibronectina
(AMBESI; MCKEOWN-LONGO, 2014). O teor de fibronectina em vasos sanguineos é
importante ndo apenas porque modifica a tensdo média e mddulo de elasticidade da parede
(BEZIE et al., 1998), mas porque evidéncias sugerem que a fibronectina esta intimamente
relacionada com a capacidade de células do musculo liso das arteriolas em detectar e reagir as
forcas mecanicas via receptores integrina (MARTINEZ-LEMUS et al., 2005; SUN et al.,
2005; SUN et al., 2008). Dessa forma, alteracGes na quantidade de fibronectina e/ou integrina
na parede vascular podem impactar ndo apenas na estrutura arterial, mas também na resposta
contrétil de vasos sanguineos frente a mudancas incrementais em pressdo intraluminal, ou
seja, na resposta miogénica (MARTINEZ-LEMUS et al., 2003). Tal fato leva a crer que as
alteracdes encontradas nas artérias tibiais caudais de animais infartados referentes a resposta
miogénica e estrutura podem estar interligadas.

Ao avaliar-se o efeito do TF na estrutura vascular de artérias tibiais caudais,

confirmou-se a hipotese inicial do estudo. O TF foi capaz de melhorar o remodelamento para
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fora observado nas artérias tibiais caudais dos animais ICt, cujo Di assemelhou-se ao de
animais SHAM, porém sem alterar AST nem razdo P/L. Tal fato chama a atencdo para a
plasticidade da parede vascular, a qual em sua composic¢ao pode ser vista como uma estrutura
continuamente ajustavel as alteracbes mecanicas locais, hemodindmicas e neuro-humorais
(MARTINEZ-LEMUS et al., 2009).

Existem poucos estudos avaliando as alteracdes estruturais vasculares induzidas
pelo TF na IC. Estudo avaliando o remodelamento vascular em pacientes pertencentes as
classes de | a Il da NYHA, mas sem IC congestiva, afirmou haver aumento do Di sem
alteracdo da razdo P/L de artéria braquial ap6s 12 semanas de TF em bicicleta ergométrica
(MAIORANA et al., 2011). No entanto a comparagdo com o modelo utilizado nesse estudo
torna-se dificil, uma vez que ndo se faz 0 uso nos animais das medicacGes que normalmente
se associam ao tratamento de pacientes com IC.

Contudo um fato que pode ajudar a interpretar melhor o remodelamento
observado nas artérias dos animais ICt é a aumentada expressdao de ROCK. Sabe-se que a
ROCK, além de regular a contracdo do masculo liso vascular, como temos visto, age também
regulando importantes fungdes como migracdo, proliferacdo e apoptose (LOIRAND et al.,
2006; KOENIG; JAFFE, 2014). Alguns trabalhos tém mostrado que a ROCK regula a
reorganizacdo do citoesqueleto de actina (LI et al., 2003; MIYATA et al., 2008), o qual
consiste de uma rede filamentosa que proporciona uma armacéo (esqueleto) capaz de alterar
as propriedades mecanicas das células (VAN NIEUW AMERONGEN; VAN HINSBERGH,
2001). No presente projeto a aumentada expressao de ROCK nos animais ICt, pode vir a ser
um dos possiveis fatores a proporcionar a melhora do remodelamento observada com o TF
nas artérias dos animais com IC.

O remodelamento da parede dos vasos também estd associado a mudancgas nas
propriedades mecanicas das artérias, as quais podem ser influenciadas tanto por fatores
humorais e metabolicos, quanto por forcas hemodinamicas e fatores estruturais (MARTINEZ-
LEMUS et al., 2009). No presente estudo ndo houve alteracdo da distensibilidade da artéria
tibial caudal nos animais do grupo ICs quando comparado ao grupo SHAM. Por outro lado,
foi relatada reduzida distensibilidade microvascular em musculo tibial anterior de pacientes
portadores de severa cardiomiopatia dilatada idiopatica, fato que ndo foi observado em
individuos que apresentavam quadro moderado da doenga (SYRENSEN et al., 1999).

O TF também ndo modificou a distensibilidade arterial de animais com IC no
presente estudo. Em pacientes com IC com fragdo de ejecdo preservada ndo se observou

alteracdo na distensibilidade em artéria carétida apds 16 semanas de TF quando comparado
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com pacientes sedentarios (KITZMAN et al.,, 2013), nem se observou alteracdo na
complacéncia arterial mesmo ap6s 1 ano de TF quando comparado com individuos saudaveis
ou com pacientes sedentarios (NAOKI et al., 2012). Todavia em pacientes com IC com fragédo
de ejecdo reduzida foi relatado aumento da complascéncia em artéria carotida apos 8 semanas
de TF (PARNELL et al., 2002). Esses achados sugerem que ajustes vasculares ao TF, em
referéncia a distensibilidade arterial, podem diferir quando a gravidade do quadro, com
relacdo a fracdo de ejecdo preservada ou reduzida, e ainda que alteracbes mecanicas podem
diferir quanto ao calibre do vaso em estudo.

Um fator importante a ser considerado no estudo da mecénica arterial é a rigidez.
Sabe-se que a rigidez de um material, também conhecido como o mddulo de elasticidade ou
modulo de Young, pode ser avaliada pela relagcdo stress-strain (DOBRIN, 1978). Em geral,
desvios para a esquerda nesse parametro descrevem funcionalmente um aumento de rigidez,
como se tem observado em trabalhos relacionados com hipertensdo arterial (BRIONES et al.,
2006; ROQUE et al.; 2013).

No presente estudo observou-se ainda que a IC ndo induziu alteracdo significativa
na curva stress-strain quando comparado com o grupo SHAM e nem o TF induziu alteracéo
na rigidez arterial. Em contrapartida, estudos com pacientes com IC tem-se observado um
aumento na rigidez na microvasculatura do musculo tibial anterior (SORENSEN et al., 1999).
Entretanto, em pacientes com IC com fracdo de ejecéo preservada néo foi observada qualquer
alteracdo na rigidez de artéria cardtida e 1 ano de TF ndo alterou esse parametro (NAOKI et
al., 2012). Além dos achados contraditorios, maltiplas sdo as dificuldades de comparacéo,
visto as diferentes técnicas empregadas na avaliacdo da rigidez arterial. A técnica das artérias
pressurizadas permite avaliar a rigidez arterial submetendo o vaso a diferentes niveis de
pressdo, além de avaliar o mesmo sob condigdes passivas, tornando possivel estudar a rigidez

arterial sob o ponto de vista de componentes como o colageno e a elastina.

5.6 Avaliagdo do volume da pata

Um sinal comumente encontrado na IC é o edema tanto pulmonar gquanto
periférico. No presente estudo foi avaliado o edema periférico uma vez que o estudo refere-se
a alteracOes que ocorrem em artéria que irriga 0 membro pélvico de ratos. Nesse sentido foi
observado por meio de hidropletismometria que animais com IC apresentaram aumento do

volume da pata, o que mostrou ser um forte indicativo de edema periférico, uma vez que o
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dado da perda de massa corporal observada ao longo do periodo de 3 meses apds o IM,
reforca essa proposicéo.

O edema periférico é um sinal caracteristico da IC, o qual ja tem sido observado
mesmo em pacientes nos estagios mais precoces de IC (KATAOKA, 2013). Em estudo
utilizando também o método de deslocamento da 4gua em pacientes com insuficiéncia venosa
cronica, que trabalham constantemente em pé, foi observado um aumento do volume da perna
de aproximadamente 80 mL apds um dia de trabalho (KRIJNEN et al., 1997). Em
contrapartida, Flumignan et al., (2006), utilizando o mesmo modelo de IC do presente estudo,
ndo observou presenca de edema em pata de ratos com IC apds 48 h da cirurgia de IM.
Entretanto, cabe ressaltar que o estudo mencionado limitou-se a analise macroscopica para a
avaliacdo da presenca de edema, ao passo que no presente estudo utilizando a
hidropletismometria, € possivel detectar minimas alteracdes de volume.

Muito do que se sabe até hoje sobre a formacdo do edema e as forcas que
contribuem para a formacdo de filtrado capilar estd ainda de acordo com o conceito de
Starling (STARLING, 1896). No entanto, a importancia de cada um desses fatores e o
impacto hormonal e do sistema nervoso simpatico na IC permanece desconhecido.

Sabe-se, todavia, que a patogénese do edema periférido de origem cardiaca possui
uma cadeia de eventos como o aumento do volume sanguineo circulante, (FRANCIS et al.,
1990; COLUCCI; BRAUNWALD, 2005) o aumento da pressdo venosa (WARREN; STEAD,
1944) e o prejuizo do retorno linfatico (MCMASTER, 1937; WEGRIA et al., 1967).

Além desses fatores outro possivel mecanismo que pode alterar o movimento dos
fluidos transcapilares seria o prejuizo da resposta miogénica de pequenos vasos, uma vez que
0 controle miogénico é responsavel por ajustar adequadamente a razéo resisténcia pré / pos
capilar a fim de manter constante a pressao capilar JARHULT; MELLANDER, 1974).

Em experimentos realizados por Mellander et al. (1987) analisando a regulacdo da
pressdo de capilar e a filtragdo em masculo esquelético de gatos em presenca de resposta
miogénica observou a presenca de uma autorregulacdo da taxa de filtracdo transvascular
mantida constante em um intervalo de pressdo de 50 a 180 mmHg. Contudo, quando 0 mesmo
experimento foi realizado apds infusdo de papaverina em dose que causou maxima
vasodilatacdo, causando reducdo da resposta miogénica, observou-se uma acentuada filtragdo
de fluido entre 0 mesmo intervalo de pressao, ou seja, a resposta miogénica, especialmente no
lado arterial, € um importante determinante para a autorregulacdo da pressdo capilar
(MELLANDER et al., 1987).
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Dada a importancia da resposta miogénica para a autorregulacdo da pressao
capilar e sua protegéo contra fluxos transcapilares inconvenientes na presenca de variacfes da
pressdo, 0 prejuizo na resposta miogénica observado nas artérias tibiais caudais dos animais
com IC pode vir a ser um dos fatores a contribuir para 0 aumento do volume encontrado na
pata dos animais com IC.

De forma a avaliar o efeito do TF no edema periférico, animais com ICt foram
submetidos a avaliacdo do volume da pata pelo método da hidropletismometria e observou-se
que o TF foi capaz de reverter esse aumento de volume periférico nos animais ICt.

Sabe-se 0 TF é capaz de mobilizar uma grande quantidade de fluidos do plasma
para o compartimento intersticial de musculos ativos (<1100 mL) (LUNDVALL et al., 1972).
Fisiologicamente durante o exercicio ocorre um aumento do volume nos muasculos ativos que
estd associado a um movimento liquido transcapilar do plasma para o espaco extravascular
devido a uma aumentada pressdo hidrostatica capilar e a uma aumentada osmolaridade
tecidual, causada por pequenas moléculas e ions (lactato, Na*, K*, etc.). Esse movimento
transcapilar induz, entdo, a um acimulo de fluido de 15 a 20% do volume em repouso, o qual
se torna estavel em aproximadamente 15 min, e 0 tempo necessario para que esse volume
desapareca dos musculos sera maior quanto maior a carga de trabalho, podendo exceder 1 h
em exercicios de alta intensidade (LUNVALL et al., 1970; LUNDVALL et al., 1972).

Uma vez que o0 aumento da pressdo hidrostéatica capilar é finamente regulado pela
resposta miogénica (LUNDVALL et al., 1967) e essa foi restaurada no grupo ICt ao nivel do
grupo SHAMt, como efeito do TF, a reversdo do volume da pata observada nos animais ICt
pode dever-se a recuperacdo da funcionalidade do tdnus miogénico da artéria tibial caudal e
possivelmente de outras artérias de resisténcia dos musculos esqueléticos que irrigam 0s
masculos ativos. Além disso, a grande mobiliza¢do dos fluidos no compartimento intersticial
de musculos ativos, gerada a cada sessdo de TF, pode contribuir para restabelecer uma
adequada movimentacdo transcapilar de fluidos da pata durante e ap6s o TF, porém isso
merece ser investigado.

Diante de todo esse contexto e de muitos outros componentes envolvidos na
formacdo do edema nédo se pode deixar de refletir o quanto a estrutura da parede arterial esta
profundamente imbricada com a intensidade da resposta miogénica observada, a tal ponto que
0 estresse de parede seja considerado o maior determinante da resposta miogénica
(MATCHKOQV et al., 2002).
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7 CONCLUSAO

Concordante com a hipotese do presente estudo, o TF aerdbio foi capaz restaurar
0 prejuizo da constricdo miogénica das artérias dos animais IC, amplificar a mesma das
artérias dos animais SHAM, sem alterar a vasodilatacdo dependente do endotélio e a
vasodilatacdo ao nitroprussiato de sddio. Os ajustes na constricdo miogénica induzidos pelo
TF estdo associados a uma melhora na mobilizacdo de Ca** pelo reticulo sarcoplasmatico,
além da participacéo de via de sensibilizacdo a0 Ca*" via ROCK. Em associac&o ao restauro
da constricdo miogénica, o TF promoveu a reversao do remodelamento para fora nas artérias
tibiais caudais, associado a uma reducdo do volume da pata dos IC. Assim, efeitos benéficos
tanto funcionais quanto estruturais observados podem vir a ser uma combinacdo de fatores a
contribuir para a melhora do controle da perfusdo muscular esquelética bem como reduzir
sintomas caracteristicos da IC como a intolerdncia ao exercicio e sinais como o edema

periférico.
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