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RESUMO

A insuficiéncia cardiaca com fragdo de ejecéo preservada (ICFEp) € uma sindrome
heterogénea caracterizada, predominantemente, pela presengca de comorbidades
como obesidade, hipertensdo arterial, diabetes mellitus e/ou disfungdo renal,
associadas a disfungao diastélica do ventriculo esquerdo (VE) e fragao de ejegao do
VE (FEVE) preservada. A ICFEp corresponde a 50% de todos os casos de
insuficiéncia cardiaca e esta associada a altas taxas de mortalidade e morbidade. Até
0 momento, as terapias baseadas em evidéncias disponiveis para pacientes com
ICFEp ainda sao limitadas, em parte devido as limitagcdes de modelos pré-clinicos
dessa doencga. Assim, os modelos animais de ICFEp, capazes de replicar as
caracteristicas encontradas na clinica, sdo cruciais para o0 sucesso do
desenvolvimento de novas terapias e para a investigagdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos no desenvolvimento e progressdo da ICFEp. O modelo
animal de ICFEp, induzido em camundongos, pela administragdo concomitante de
dieta hiperlipica e Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), reproduz grande parte
das caracteristicas observadas em individuos com ICFEp. No entanto, ainda ndo ha
relatos na literatura do modelo de ICFEp, induzido pela combinacdo de dieta
hiperlipidica e L-NAME, em ratos. Assim, a hipotese do presente estudo foi de que a
combinagado de dieta hiperlipidica + L-NAME sera capaz de replicar, em ratos, as
principais caracteristicas fisiopatolégicas observadas em pacientes com ICFEp.
Desse modo, o objetivo desse estudo foi induzir este modelo de ICFEp, em ratos, pela
primeira vez. Foram utilizados ratos Wistar e a indug¢ao da ICFEp foi realizada pelo
tratamento de dieta hiperlipidica (ragdo balanceada padrdo, amendoim torrado,
chocolate ao leite e biscoito de maisena, na proporgao de 3:2:2:1) por 5 semanas + L-
NAME (20mg/kg/dia) por 4 semanas. Ratos controles foram tratados com dieta
padrao. A funcao cardiaca foi avaliada por meio do registro de pressao e volume
intraventricular em condigbes basais e em resposta a dobutamina, um agente
inotrépico positivo. Ratos submetidos ao tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica
apresentaram aumento da pressao arterial sistolica, da gordura corporal, dos niveis
plasmaticos de colesterol e menor tolerancia a glicose em relagao ao grupo controle.
Além disso, observou-se que ratos expostos ao tratamento com L-NAME e dieta
hiperlipidica apresentaram FEVE, débito cardiaco, trabalho sistélico, volume sistdlico,
frequéncia cardiaca, volume sistdlico final, volume diastélico final e valor maximo da
primeira derivada da pressdao ventricular esquerda (+dp/dt) preservados.
Apresentaram, também, menores valores do valor minimo da primeira derivada da
pressao ventricular esquerda (-dp/dt) e maiores valores de tempo de relaxamento
isovolumétrico ventricular (TAU), indicando disfungao diastdlica do VE. A disfungao
diastoélica também foi confirmada pela resposta cardiaca a dobutamina. Além disso, o
tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica resultou em remodelamento cardiaco
adverso, caracterizado por hipertrofia e aumento da fibrose cardiaca, reduziu a
tolerancia ao exercicio e aumentou os niveis cardiacos da enzima 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS). Porém, ndo houve alteragéo nos niveis plasmaticos e cardiacos de
fator de necrose tumoral q, interleucina 6 e no peso do pulmao dos ratos tratados, o
que caracteriza uma possivel limitagdo deste modelo em ratos. Assim, o tratamento
com L-NAME e dieta hiperlipidica em ratos replicou, pela primeira vez, grande parte
das caracteristicas observadas em pacientes e camundongos com ICFEp. Desse
modo, conclui-se que ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica desenvolveram
ICFEp. Além disso, este modelo de ICFEp em ratos, considerando suas limitacdes,
podera ser utilizado em futuros estudos que busquem novas terapias para o



tratamento dos individuos com ICFEp, bem como, investigar os mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos nessa doenca.

Palavras-chave: Disfuncio diastélica, doengas cardiovasculares, iNOS.



ABSTRACT

Heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF) is characterized by multiple
comorbidities, including hypertension, obesity, diabetes, and renal dysfunction,
associated with left ventricular (LV) diastolic dysfunction, and preserved LV ejection
fraction (LVEF). HFpEF corresponds to 50% of all heart failure cases and is associated
with high rates of mortality and morbidity. The pathophysiological mechanisms of this
disease are not yet fully established due to the limitations of preclinical models of this
disease. As a result, no evidence-based clinical therapies are available for HFpEF
patients. For this reason, HFpEF animal models are crucial for the successful
development of new therapies and for investigating the physiopathological
mechanisms involved in the development and progression of this disease. In mice, the
“two-hit” HFpEF model, induced by the combination of a high-fat diet and Nw-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME), replicates most of the clinical features of HFpEF.
However, this model has not been characterized in rats. Thus, the hypothesis of the
present study was that the combination of a high-fat diet + L-NAME would replicate, in
rats, the main pathophysiological features observed in HFpEF patients. Therefore, the
aim of this study was to induce the “two-hit” HFpEF model in rats for the first time.
Hence, Wistar rats were treated with a high-fat diet (standard chow, roasted peanuts,
milk chocolate, and cornstarch biscuit in a ratio of 3:2:2:1) for 5 weeks associated with
L-NAME (20 mg/kg/day) for 4 weeks. Control rats received standard chow. Cardiac
function was assessed by intraventricular pressure and volume recording under
baseline conditions and after dobutamine administration, a positive inotropic agent.
Rats treated with L-NAME and a high-fat diet showed increased systolic blood
pressure, body fat, plasmatic cholesterol levels and lower glucose tolerance when
compared to the control group. Additionally, rats exposed to L-NAME and high-fat diet
treatment demonstrated preserved LVEF, cardiac output, stroke work, stroke volume,
heart rate, end-systolic volume, end-diastolic volume, maximum derivative of left
ventricular pressure over time (+dp/dt), and also exhibited decreased minimum
derivative of left ventricular pressure over time (-dp/dt) and increased isovolumic
relaxation constant (TAU), indicating LV diastolic dysfunction. Diastolic dysfunction
was also confirmed by cardiac response to dobutamine. Treatment with L-NAME and
a high-fat diet also resulted in adverse cardiac remodeling, characterized by cardiac
hypertrophy and fibrosis, reduced exercise tolerance and elevated cardiac levels of
inducible nitric oxide synthase (iINOS). However, there were no changes in plasma and
cardiac levels of tumor necrosis factor q, interleukin 6 and in the lung weight-to-tibia
length ratio. These data indicate that treatment with L-NAME and a high-fat diet in rats
replicated, for the first time, most of the features observed in patients and mice with
HFpEF. In conclusion, rats treated with L-NAME and high-fat diet developed HFpEF.
Furthermore, this HFpEF rat model can be used in future studies, taking into account
its limitations, to explore new therapies for the treatment of HFpEF patients, as well as
to investigate the physiopathological mechanisms involved in this disease.

Keywords: Diastolic dysfunction, cardiovascular diseases, iNOS.
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1. INTRODUCAO

1.1.  INSUFICIENCIA CARDIACA COM FRAGAO DE EJEGAO PRESERVADA

A insuficiéncia cardiaca (IC) € definida como uma sindrome heterogénea
caracterizada por alteragdes na estrutura e fungéo do coragao, resultando na redugao
da capacidade do coragdo de encher e/ou bombear sangue nas quantidades
necessarias para suprir as demandas metabodlicas do organismo (MCMURRAY;
PFEFFER, 2005, BOZKURT et al., 2021; REDFIELD; BORLAUG, 2023).

Entre os pacientes com sindrome clinica de IC, a fracdo de ejecao do ventriculo
esquerdo (FEVE) é considerada um marcador fenotipico utilizado na clinica e,
também, um indicativo de mecanismos fisiopatolégicos e de resposta a terapias
(PAULUS; TSCHOPE, 2013; REDFIELD et al., 2016). A FEVE é definida pelo
percentual do volume diastdlico final (VDF) que o ventriculo esquerdo (VE) ejeta para
a aorta durante a sistole (PFEFFER et al., 2019). Os pacientes sao classificados como
portadores de IC com FEVE reduzida (ICFEr) em caso de FEVE <50% ou FEVE
preservada (ICFEp) em caso de FEVE =50% (DUNLAY et al., 2017; PFEFFER et al.,
2019).

Atualmente, a ICFEp corresponde a 50% de todos os casos de IC e sua
prevaléncia em relagéo a ICFEr continua a aumentar (BHATIA et al., 2006; BORLAUG
2011; SHAHIM et al., 2023).

Os pacientes com ICFEp apresentam multiplas comorbidades, incluindo
obesidade/sindrome metabdlica, hipertensado, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e/ou
disfungao renal, resultando em um fendtipo clinico complexo (SHAH et al., 2016;
JASINSKA-PIADLO; CAMPBELL, 2023; SHAHIM et al., 2023). Além disso, sexo e
idade também se apresentam como fatores que contribuem para o desenvolvimento
da ICFEp, sendo as mulheres e os individuos acima de 65 anos de idade mais
propensos a desenvolver a doenga (TANAI; FRANTZ, 2015; SINGH; MEHTA, 2018).

Assim, a ICFEp se apresenta como uma doencga sistémica multifatorial, na qual
ocorrem alteracdes estruturais e funcionais no coragao, e por conta disso, séo
ativados mecanismos celulares, moleculares e neuro-humorais para a manutengao da
homeostase (TANAI; FRANTZ, 2015). Isso resulta em uma sindrome clinica

caracterizada por sintomas como fadiga, dispneia, congestdo pulmonar e menor
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tolerancia ao exercicio (TANAI; FRANTZ, 2015). No entanto, os sintomas podem
variar de paciente para paciente devido a grande heterogeneidade fenotipica da
ICFEp, incluindo seus mecanismos fisiopatoldgicos e suas manifestagdes clinicas,
tornando-se um grande obstaculo aos ensaios clinicos de ICFEp atuais (SHAH et al,,
2014).

Nas ultimas trés décadas, a abordagem terapéutica para ICFEr evoluiu devido
a estudos clinicos que demonstraram eficacia da inibigado neuro-humoral (PAULUS;
VAN BALLEGOIJ, 2010). No entanto, n&o houve evolugdo semelhante na ICFEp, uma
vez que a inibicao neuro-humoral ndo alcangou resultados positivos (PAULUS; VAN
BALLEGOIJ, 2010; SAMSON et al.,, 2016). Além disso, ao contrario da ICFEr, o
diagnostico da ICFEp se mostra um desafio, pois os pacientes apresentam FEVE
normal, a congestéo cardiaca é dificil de avaliar de forma n&o invasiva e grande parte
dos pacientes apresenta alteragbes hemodinamicas apenas durante o exercicio
(PIESKE, B. et al., 2019). Assim, pacientes com ICFEp apresentam hospitalizagcbes
frequentes, baixa qualidade de vida e aumento da mortalidade (UPADHYA; KITZMAN,
2020).

Na ICFEp, a inflamacao sistémica, induzida pelas comorbidades, leva ao
aumento dos niveis plasmaticos de biomarcadores inflamatérios (Figura 1A), como o
fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e proteina C reativa (PCR)
(COLLIER et al, 2011; D'ELIA et al, 2015). A inflamagdo no endotélio da
microvasculatura coronariana, por sua vez, induz a producéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), reduzindo a biodisponibilidade de oxido nitrico (NO) nos
cardiomiocitos adjacentes (Figura 1A) (PAULUS; TSCHOPE, 2013). A baixa
disponibilidade de NO reduz a atividade da guanilato ciclase soluvel (sGC), da
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) e da proteina quinase G (PKG) (Figura 2B)
(SCHULZ et al., 2008, VAN HEEREBEEK et al., 2012). A atividade reduzida da PKG
leva a hipofosforilagéo da titina (Figura 2B), uma proteina sarcomérica responsavel
pela distensibilidade diastélica dos cardiomiécitos (KRUGER et al., 2009). Além disso,
as EROs diminuem a elasticidade da titina por meio da formacgao de ligagdes dissulfeto
(Figura 2B), as quais interferem no dobramento da titina (LOESCHER et al., 2020).
Assim, essas modificagdes na titina aumentam a rigidez dos cardiomidcitos (SCHULZ
et al., 2008; KRUGER et al., 2009; VAN HEEREBEEK et al., 2012, LOESCHER et al.,
2020).
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A inflamagao também estimula a expressao endotelial de moléculas de adeséo,
como a molécula de adesdo celular vascular (VCAM) e a E-selectina, e induz a
ativacao de células imunes no coracao, levando a infiltracdo miocardica de monadcitos
e células T CD4+ (Figura 1C) (SHAH et al., 2016). A expressdao de moléculas de
adesao atrai leucécitos, os quais secretam fator de transformagao do crescimento 3
(TGF-B), que converte fibroblastos em miofibroblastos, aumentando a deposig¢ao de
colageno intersticial, caracterizando o aumento de fibrose e rigidez cardiaca (Figura
1D) (SHAH et al., 2016).

Além disso, na ICFEp, ocorre uma disfungdo da resposta a proteinas nao
dobradas ou mal dobradas (UPR, do inglés unfolded protein response)
(SCHIATTARELLA et al., 2019), a qual é responsavel manter o equilibrio do
dobramento de proteinas no reticulo endoplasmatico. Essa disfuncédo na via UPR na
ICFEp acontece devido ao aumento da atividade da enzima o6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS), levando ao aumento de S-nitrosilagao da proteina sequestradora de
inositol 1 a (IRE1a, do inglés inositol-requiring enzyme 1 a) e a redugéo da atividade
da proteina 1 de ligagdo a X-Box (XBP1s, do inglés spliced X-box binding protein 1),
um dos efetores da via UPR. Isso resulta no acumulo de proteinas nao dobradas ou
mal dobradas no coragao, o que exacerba a inflamacéo, a disfungao e morte celular
(WANG et al., 2012; SCHIATTARELLA et al., 2019).

Assim, o aumento da atividade da iINOS esta associado ao aumento de
estresse nitrosativo, disfungao da via UPR e, desse modo, contribui para a progresséo
da ICFEp (SCHIATTARELLA et al., 2019).

Desta forma, as alteragdes na estrutura e fungdo do miocardio levam ao
remodelamento adverso do VE, resultando no aumento da rigidez deste ventriculo,
assim, prolongando o relaxamento ventricular, causando uma disfungéo diastélica do
VE, caracteristicamente observada em pacientes com ICFEp (ZILE et al., 2011).

Essas alteracbes na estrutura e fungao do coracdo em pacientes com ICFEp,
por conta da hipertrofia e fibrose cardiaca e consequente disfung¢ao diastdlica, também
prejudicam a perfusdo coronariana que ocorre durante a diastole, assim, resultando
em disfungdo e morte celular, contribuindo para o ciclo de progressao da doenca
(HEUSCH 2022). Além disso, o comprometimento da func¢do vascular coronariana

esta relacionado com um pior prognéstico para estes pacientes (HEUSCH 2022).



22

Figura 1: Da inflamacgao a rigidez miocardica: mecanismos fisiopatolégicos

envolvidos.
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(A) A obesidade, diabetes mellitus e insuficiéncia renal induzem uma sinalizagdo pré-inflamatéria,
caracterizada pelo aumento de moléculas pro-inflamatérias, como TNFa, TNFaR1, IL-6 e PCR. A
inflamagao sistémica desencadeia a expressdo de VCAM, atraindo mondcitos, diminuindo a
biodisponibilidade de NO no endotélio e aumentando a producédo endotelial de EROs. (B) A menor
biodisponibilidade de NO diminui a atividade da sGC, e consequentemente, da PKG. Essa reducéo
leva a hipofosforilagdo da titina (P | ). As EROs causam a formagé&o de ligagdes dissulfeto na titina.
Assim, essas modificagdes na titina levam ao aumento da rigidez dos cardiomidécitos. (C) A hipertensao
arterial, por sua vez, induz uma sinalizagao pré-inflamatéria e fibrética por meio da ativagdo de células
imunes no coragao, caracterizada pela infiltragdo miocardica de mondécitos e células T CD4+; (D) Os
mondcitos dao origem aos macréfagos, produzindo TGFfB, estimulando a produgéo de colageno pelos
miofibroblastos. (E) A inflamagé&o induz o aumento da expressdo em cardiomidcitos da iNOS,
resultando na redugéo de IRE1a e da XBP1s, levando ao acumulo de proteinas ndo dobradas ou mal
dobradas na matriz extracelular. TNF-a = Fator de Necrose Tumoral a; TNFaR1 = Receptor 1 do Fator
de Necrose Tumoral a; IL-6 = Interleucina 6; PCR = Proteina C Reativa; VCAM = molécula de adesao
celular vascular; NO = 6xido nitrico; EROs = espécies reativas de oxigénio; sGC = Guanilato Ciclase
soluvel; PKG = Proteina Quinase G; TGF = Fator de transformagao do crescimento B; iNOS = oxido
nitrico sintase induzivel. IRE1a = Proteina sequestradora de inositol 1 a (do inglés, inositol-requiring
enzyme 1 a; XBP1s = Proteina 1 de Ligacdo a X-Box (do inglés, spliced X-box binding protein 1).
Adaptado de Paulus; Zile (2018).

Portanto, a ICFEp é caracterizada, predominantemente, pela presenca de
comorbidades, inflamacgao sistémica e cardiaca, disfuncao diastolica do VE e fracao
de ejecao preservada (TANAI; FRANTZ, 2015; SHAH et al., 2016).

No entanto, ainda ha uma deficiéncia em modelos pré-clinicos dessa doenca.
Como resultado, os mecanismos fisiopatoldégicos dessa doenca ainda ndo sao
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completamente estabelecidos e, até o momento, as terapias clinicas baseadas em
evidéncias disponiveis para esses pacientes sao bem limitadas (DESAI et al., 2023).

O desenvolvimento de terapias, geralmente, progride em etapas, desde a fase
pré-clinica até os ensaios clinicos. Desse modo, os modelos animais de ICFEp,
capazes de replicar as caracteristicas encontradas na clinica, sdo cruciais para o

sucesso no desenvolvimento de novas terapias (WITHAAR et al., 2021).

1.2.  MODELOS ANIMAIS DE INSUFICIENCIA CARDIACA COM FRAGCAO DE
EJECAO PRESERVADA

As limitagdes em terapias para pacientes com ICFEp podem ser explicadas,
em parte, devido a utilizagdo de modelos pré-clinicos inadequados (WITHAAR et al.,
2021). Isso porque a maior parte dos modelos pré-clinicos de ICFEp utilizam apenas
uma comorbidade para reproduzir a doenga. No entanto, devido a presenca de
multiplas comorbidades em pacientes com ICFEp, esses modelos se mostram
inadequados, pois nao replicam a heterogeneidade de caracteristicas observadas na
clinica (SHAH et al., 2020; WITHAAR et al., 2021).

A hipertensao arterial € a comorbidade com maior prevaléncia em pacientes
com ICFEp, seguida pela obesidade/sindrome metabdlica (SINGH; MEHTA, 2018).
Assim, estudos que utilizam agentes hipertensores como angiotensina Il (ANG 1)
(ICHIHARA et al., 2001; MURDOCH et al., 2014), aldosterona (TANAKA et al., 2016)
ou estudos que utilizam animais geneticamente modificados, como ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (BERGMAN et al., 1999), ratos Dahl sensiveis
ao sal (DOI et al., 2000) ou camundongos e ratos DOCA-sal (ALLAN et al., 2005),
replicam apenas parte do fenétipo observado em pacientes com ICFEp.

Outros modelos induzem o aumento da adiposidade, com ou sem a presenca
de hipertenséo arterial, utilizando animais geneticamente modificados, como o modelo
db/db, no qual os camundongos possuem uma mutacdo no gene que codifica o
receptor de leptina, levando ao mau funcionamento desse receptor e a obesidade
(CHEN et al., 1996), o modelo ob/ob de camundongos deficientes em leptina que
desenvolvem espontaneamente obesidade e DM2 (LINDSTROM 2007), ou o0 modelo
de ratos Zucker espontaneamente obesos (ZSF1) (SCHAUER et al., 2021). No

entanto, os modelos citados acima, também n&o reproduzem a variacdo de todo o
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espectro fenotipico da ICFEp observado na clinica, o que configura uma limitagcéo
(Figura 2).

Figura 2: Caracteristicas observadas em individuos com ICFEp e niveis de
semelhancga entre modelos animais e pacientes com ICFEp

Comerbidades observadas em pacientes portadores de ICFEp Semelhanga. ehfienodeos animaise
pacientes com ICFEp

Modelos animais com baixa semelhanca
a ICFEp clinica

—
Hipertensao arterial Sindrome metabélica

Disfuncao diastdlica Obesidade ' Disfungao renal

| Toleréncia ao exercicio Idade avancada

Congestao pulmonar

Caracteristicas observadas
em pacientes com ICFEp

Modelos animais com alta semelhanca
a ICFEp clinica

Dieta hiperlipidica + L-NAME

Dieta hiperlipidica + Ang Il + envelhecimento

Dieta hiperlipidica + DOGP + envelhecimento

>

Principais caracteristicas e comorbidades observadas em individuos com ICFEp e niveis de
semelhanca entre modelos animais e pacientes com ICFEp. Ang Il = Angiotensina Il; db/db = modelo
deficiente em leptina; DMT2 = Diabetes mellitus tipo 2; DOCP = pivalato de desoxicorticosterona; FEVE
= Fragéo de ejecdo do ventriculo esquerdo; ICFEp = Insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejegéo
preservada; L-NAME = Nw-nitro-L-arginina metil éster; ob/ob = modelo deficiente no receptor de leptina;
SHR = ratos espontaneamente hipertensos; Adaptado de Withaar et al., (2021).

Desse modo, o desenvolvimento de modelos com multiplas comorbidades se
tornam necessarios para o desenvolvimento de um fendtipo semelhante ao de
pacientes com ICFEp (Figura 2) (WITHAAR et al.,, 2021). Atualmente, entre esses
modelos, estdo incluidos: 1) o modelo induzido por dieta hiperlipidica e infusdo de
ANG Il em camundongos de 18-22 meses de idade (WITHAAR et al., 2021); 2) o
modelo induzido por dieta hiperlipidica e pivalato de desoxicorticosterona (DOCP) em
camundongos com 16 meses de idade (DENG et al., 2021) e 3) o modelo induzido por
Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) e dieta hiperlipidica (SCHIATTARELLA et
al., 2019), sendo este o primeiro estudo a desenvolver um modelo pré-clinico em
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camundongos, denominado two-hit model, que possui alta semelhanga a ICFEp em
humanos.

Nesse estudo, publicado em 2019 por Schiattarella e colaboradores (2019),
camundongos C57BL/6N foram submetidos a uma combinagao de dieta hiperlipidica
e agente hipertensor, L-NAME. Foi demonstrado que a combinagdo do estresse
metabdlico e estresse mecanico produziu um fendtipo tipico de ICFEp
(SCHIATTARELLA et al, 2019). Além disso, nesse estudo, os camundongos
submetidos somente ao L-NAME ou somente a dieta hiperlipidica n&do desenvolveram
esse fenotipo (SCHIATTARELLA et al., 2019). Ja em outro estudo, publicado pelo
mesmo grupo de autores, foi demonstrado que esses resultados sdo dependentes do
sexo (TONG et al., 2019). Camundongos fémeas apresentaram-se mais resistentes
ao desenvolvimento de ICFEp, apresentando em um fendtipo cardiaco de ICFEp

atenuado quando comparado aos camundongos machos (TONG et al., 2019).

1.3. MODELO DE INSUFICIENCIA CARDIACA COM FRACAO DE EJECAO
PRESERVADA, INDUZIDO PELA COMBINAGAO DE L-NAME E DIETA
HIPERLIPIDICA, EM CAMUNDONGOS

No modelo pré-clinico de ICFEp em camundongos, proposto por Schiattarella
e colaboradores (2019), a combinagcdo de estresse metabdlico, decorrente da
obesidade e sindrome metabdlica, e do estresse mecanico, decorrente da
hipertensdo, reproduziu a fisiopatologia da ICFEp. Nesse modelo, o estresse
metabdlico foi induzido pela administracdo de dieta hiperlipidica e o estresse
mecanico foi induzido por meio da supressdo de NO sintases constitutivas pela
administracao de L-NAME (SCHIATTARELLA et al., 2019). A dieta hiperlipidica induz
0 aumento de peso corporal e intolerancia a glicose, enquanto que o tratamento com
L-NAME aumenta a pressao arterial sistélica (PAS) e pressao arterial diastdlica nos
camundongos (SCHIATTARELLA et al., 2019).

Assim, Schiattarella e colaboradores (2019) mostraram que camundongos
tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica por 5 ou 15 semanas apresentaram
aumento do peso corporal, menor tolerancia a glicose, aumento da PAS e presséo
arterial diastdlica, hipertrofia e fibrose miocardica, redu¢cdo da densidade capilar
miocardica, disfuncéo diastélica, congestdo pulmonar, menor tolerancia ao exercicio,

aumento da atividade da iNOS e disfungéo da via UPR.
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Desse modo, o modelo de ICFEp, induzido pela combinacdo de dieta
hiperlipidica e L-NAME replica a maioria das caracteristicas clinicas da ICFEp. As
intervencgdes utilizadas neste modelo para reproduzir o fendtipo clinico sdo baseadas
nas observagoes fisiopatologicas, embora limitadas, em humanos (SCHIATTARELLA
G. etal., 2019).

No entanto, até o momento, ainda ndo ha relatos na literatura do modelo de
ICFEp, induzido pela combinagao de dieta hiperlipidica e L-NAME, em ratos. Assim,
o presente estudo propde a indugdo deste modelo de ICFEp em ratos, pela primeira
vez, para assim, ampliar as possibilidades de escolha da espécie a ser utilizada neste

modelo em futuros estudos, atualmente restrita a camundongos.

2. HIPOTESE

A combinacgao de dieta hiperlipidica + L-NAME sera capaz de replicar, em ratos,

as principais caracteristicas fisiopatolégicas observadas em pacientes com ICFEp.

3. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o modelo de ICFEp em ratos, induzido por L-NAME e dieta

hiperlipidica.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar os efeitos de diferentes doses de L-NAME (20 mg/kg, 40 mg/kg e 70
mg/kg), concomitantemente com dieta hiperlipidica, na sobrevivéncia dos ratos;

2) Avaliar os efeitos do tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica sobre:

- A pressao arterial, por pletismografia de cauda;

- O estresse metabdlico, pela analise dos niveis plasmaticos de triglicerideos e
colesterol, pela analise da tolerancia a glicose e pela avaliagdo do peso e da gordura
corporal;

- A funcdo cardiaca dos ratos, pelo registro de pressdo e volume
intraventricular;

- A resposta cardiaca a dobutamina;
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- O remodelamento cardiaco pela analise do indice cardiaco (pelo calculo da
razao entre o peso do coragao e o comprimento da tibia) e da fibrose cardiaca, por
meio da analise histoldgica dos coragdes dos ratos;

- A tolerancia ao exercicio, por meio do teste de tolerancia ao exercicio;

- A inflamacgao cardiaca e sistémica, pela dosagem de TNF-a e IL-6 por meio
de ensaio de imunoabsorgao enzimatica;

- A expresséao de iINOS no coracao dos ratos, por Western Blotting.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1.  ANIMAIS

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o protocolo n°
2123200622 (Apendice A).

Foram utilizados ratos machos Wistar adultos (300 a 320 g, com 60 dias de
idade) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(Florianopolis/SC). Os ratos foram transferidos para o Biotério do Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas sete dias antes do inicio dos experimentos. Os ratos foram
mantidos em caixas plasticas coletivas (trés ratos por caixa) com livre acesso a ragao
e agua. Permaneceram em salas climatizadas (temperatura de 23 + 2° C e umidade
de 50 £ 10%), com ciclo claro-escuro de doze horas. Os ratos foram divididos em 2

grupos: |) controle e Il) ICFEp.

5.2. DESENHO EXPERIMENTAL

O desenho experimental esta ilustrado na Figura 3. O grupo | foi tratado com
dieta padrao + veiculo por cinco semanas e o grupo Il foi tratado com L-NAME por
quatro semanas + dieta hiperlipidica por cinco semanas.

Antes do inicio do tratamento e na quinta semana de tratamento foi registrada
a presséo arterial por pletismografia de cauda. Entre a quarta e a quinta semana foram
realizados o teste de tolerancia a glicose e o teste de tolerancia ao exercicio. Ao final
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das cinco semanas do protocolo experimental foi realizada a analise da fungao
cardiaca, coleta de tecidos e sangue para posterior avaliagdo do remodelamento
cardiaco por analise histolégica dos coragdes, da expressdo de iINOS por Western
Blotting, da concentragcdo plasmatica de triglicerideos e colesterol por ensaio
enzimatico e da concentracao plasmatica e cardiaca de citocinas (TNF-a e IL-6) por
ELISA.
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Figura 3: Linha do tempo do protocolo experimental.
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A indugdo da ICFEp foi realizada pelo tratamento de dieta hiperlipidica (ragdo balanceada padrao,
amendoim torrado, chocolate ao leite e biscoito de maisena, na proporgao de 3:2:2:1) + L-NAME
(20mg/kg/dia). Ratos controles foram tratados com dieta padréo. A pressao arterial sistolica foi avaliada
antes do inicio do tratamento e na quinta semana de tratamento, por pletismografia de cauda. Entre a
quarta e quinta semana de tratamento foram realizados o teste de tolerancia a glicose e o teste de
tolerancia ao exercicio. Ao final das cinco semanas do protocolo experimental foi realizada a analise
da funcéo cardiaca, coleta de tecidos e sangue para posterior avaliagdo do remodelamento cardiaco
por analise histoldgica dos coracdes, da expressao de iINOS por Western Blotting, da avaliacdo da
concentracdo plasmatica de triglicerideos e colesterol por ensaio enzimatico e da avaliagdo da
concentragdo plasmatica e cardiaca de citocinas (TNF-a e IL-6) por ELISA. ICFEp = insuficiéncia
cardiaca com fragédo de ejecao preservada; L-NAME = nitro-L-arginina metil éster; TNF-a = Fator de
necrose tumoral; IL-6 = Interleucina-6; ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay; iNOS = 6xido
nitrico sintase induzivel. Imagem: Prépria autora, criada com Biorender.com (2023).
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5.3. INDUCAO DA INSUFICIENCIA CARDIACA COM FRACAO DE EJECAO
PRESERVADA

Para a padronizacdo do modelo de ICFEp, foram realizados experimentos
preliminares para escolha da dose de L-NAME (CAS 51298-62-5, Cayman, Michigan,
USA) a ser utilizada. Para isso, as doses de 20 mg/kg/dia (MORENO et al., 1995;
PECHANOVA et al., 1999; FERREIRA-MELO et al., 2006), 40 mg/kg/dia (PAULIS et
al., 2008; ZEMANCIKOVA; TOROK, 2014) e 70 mg/kg/dia (DOS SANTOS et al., 2010)
foram administradas, durante 28 dias, concomitantemente com a administracao de
dieta hiperlipidica por 35 dias, em diferentes grupos de ratos. A partir da analise da
porcentagem de sobreviventes de cada grupo, a dose de 20/mg/dia foi escolhida para
a indugdo da ICFEp nos ratos. Dessa forma, os ratos foram tratados com dieta
hiperlipidica por cinco semanas e L-NAME por quatro semanas para indugao
concomitante de estresse metabdlico e hipertensivo nos ratos.

A dieta hiperlipidica foi composta por ragcao balanceada padrao, amendoim
torrado, chocolate ao leite e biscoito de maisena, na propor¢ao de 3:2:2:1, como
descrito anteriormente (ESTADELLA et al., 2004, SPERETTA et al., 2012). Todos os
componentes da dieta hiperlipidica foram moidos, misturados e oferecidos aos ratos
em forma de pellets. Essa dieta continha 20g de proteina (17,3% kcal), 20g de gordura
total (40% kcal), 48g de carboidrato (41% kcal) e 4g de fibra (1,7% kcal) por cada 100g
de dieta (ESTADELLA et al., 2004, SPERETTA et al., 2012). Os ratos controles foram
alimentados com dieta padrdo. Dessa forma, os ratos receberam dieta padréo
(controles) ou dieta hiperlipidica por cinco semanas e foram pesados semanalmente.

O L-NAME foi administrado na dose de 20 mg/kg/dia juntamente com geleia de
morango (Sitio Palmara, Anténio Prado, Rio Grande do Sul, Brasil) misturada com
agua (veiculo) em uma seringa. Os ratos do grupo controle receberam apenas a agua
(veiculo). Os ratos foram treinados a ingerir voluntariamente o conteudo da seringa,
conforme realizado previamente em nosso laboratério (ROBERTO et al., 2021;
ALFLEN et al., 2023). Inicialmente foi realizada a aclimatagdo a seringa de 1 mL
contendo 0,5 mL de agua, para o grupo controle, ou geleia de morango + agua, para
o grupo de ICFEp, por sete dias. Apds isso, foi oferecido para cada animal
individualmente 0,5 mL de agua ou geleia de morango + agua + L-NAME em uma

seringa de 1 mL de volume, diariamente, pelo periodo de quatro semanas.
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5.4. REGISTRO INDIRETO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA POR
PLETISMOGRAFIA DE CAUDA

A PAS dos ratos foi mensurada por meio do método de medida do pulso arterial
da cauda dos ratos, a pletismografia de cauda, também conhecida como tail-cuff
plethysmography. As medidas do pulso arterial da cauda dos ratos foram obtidas por
um sensor fotoelétrico (Pletismografo Coda, Kent Scientific Corporation, Torrington,
CO, USA).

Os ratos foram previamente aclimatados por dois dias consecutivos aos
contensores e a sala de experimentos antes do procedimento do registro da pressao
arterial. Para isso, os ratos permaneceram em uma antessala livre de ruidos por 1
hora. Logo apds, na sala de experimentagdo, ambiente também livre de ruidos, os
ratos foram aclimatados aos contensores e ao manguito de borracha, o qual foi
encaixado na porg¢ao proximal da cauda dos ratos, em uma plataforma pré-aquecida
por 5 minutos, a qual € fundamental para permitir a detec¢do do fluxo sanguineo na
cauda dos animais pelo pletismografo.

No terceiro dia, para o registro da PAS, os ratos foram submetidos a
aclimatacao na antessala por 1 hora, depois, na sala de experimentacido, foram
acomodados no contensor e 0 manguito de borracha foi encaixado na regiao proximal
da cauda dos ratos e ligado ao esfigmomandmetro, o qual insufla e desinsulfla
automaticamente em intervalos fixos de aproximadamente 30 segundos.

Préximo ao manguito, um transdutor de pulso cilindrico (sensor) conectado ao
amplificador e conversor analdgico digital (Kent Scientific, CODA- Torrington)
registrou 3 ou mais medidas consecutivas da PAS dos ratos (Figura 4). A média

dessas medidas foi calculada para a obtencao dos valores finais de PAS.
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Figura 4: Registro tipico de medidas consecutivas da pressao arterial sistolica

obtidas por pletismografia de cauda.
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(A) Onda de pulso arterial da cauda (mV; em vermelho); (B) Registro de pressao (mmHg; em azul); (C)
Registro da frequéncia cardiaca (bpm; em verde). Imagem: Prépria autora (2023).

5.5. TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE

Para determinar a glicemia plasmatica foi utilizado o sistema de fitas (monitor
digital) AccuCheck Performa® (ROCHE, Brasil). Para a analise utilizou-se amostra de
sangue obtida da ponta da cauda do rato. O teste de tolerancia a glicose foi realizado
apos jejum de 8 horas. Os ratos permaneceram por 1 hora antes do inicio do teste em
uma sala livre de ruidos. Os ratos receberam a administracdo de uma solucéo de
glicose 50% (m/v) em solugéo fisioldgica (0,9% de NaCl) a 36°C (1 g/Kg de m.c), por
via intraperitoneal. A glicemia foi aferida antes da administracdo de glicose e nos

tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a administragao de glicose.

5.6. NIVEIS PLASMATICOS DE COLESTEROL E TRIGLICERIDEOS

As concentragdes de triglicerideos e colesterol total foram determinadas por
kits de ensaio enzimatico de acordo com as instru¢des do fabricante (Labtest, Lagoa

Santa, MG, Brasil), as quais estdo descritas a seguir.
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Primeiramente, 5uL de amostra de soro foram transferidos para um microtubo
contendo 500uL de reagente padrao de trabalho, conforme instrugdes do fabricante,
totalizando trés microtubos de solugcdo (amostra + reagente).

Apds homogeneizagao da solugéo, 250 uL de cada solugéo foram pipetadas
em cada pogo, em triplicata, em uma placa de leitura de 96 pogos. Para obtencao dos
valores de colesterol e triglicerideos do padrao e do branco, 250 pL dos respectivos
reagentes foram pipetados em cada pogo, também em triplicata.

Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 10 minutos. A absorbancia
foi determinada a 500 nm por espectrofotometria (Multileitora Infinite M200, Tecan,
Suica) e, para o calculo dos dados, foram utilizadas as formulas descritas abaixo. Os

resultados foram expressos como mg/dL.

Colesterol (mg/dL) = absorbancia da amostra x 200

absorbancia do padréo

Triglicerideos (mg/dL) = absorbéncia da amostra x 200

absorbancia do padrao

5.7. ANALISE DA FUNCAO CARDIACA

Ao final das cinco semanas de tratamento, foram realizados os experimentos

de cateterismo do VE com o cateter pressao-volume.

5.7.1. Protocolo anestésico

Os ratos foram anestesiados com a administracdo de cetamina (80 mg/kg,
Dopalen, Sespo, Sao Paulo, Brasil) e xilazina (20 mg/kg, Anasedan, Sespo, Sao
Paulo, Brasil), pela via intramuscular, e foi realizado reforgo a cada 30-40 minutos,
conforme necessario. A temperatura corporal dos ratos foi mantida por meio de uma

placa aquecida entre 36,9°C e 37,7°C.
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5.7.2. Registro de pressao e volume intraventricular

Apos a confirmacgao do plano anestésico profundo, pela auséncia de respostas
a estimulos, foi realizada uma incisédo, separagao dos tecidos e localizagao da carétida
direita. Em seguida, foi realizado o isolamento da carétida direita e uma pequena
incisdo nesta carodtida, onde o cateter de pressédo-volume (SPR-838, Millar
Instruments, Houston, TX) foi introduzido até atingir o interior do VE, onde foi fixado
para o registro de pressdo e volume intraventricular (Figura 5A e 5B), conforme
descrito por Pacher e colaboradores (2008). O cateter foi conectado a um sistema de
pressdo e volume (MPVS-Ultra Single Segment Pressure-Volume Unit®; Millar
Instruments, Houston, Texas, EUA), e acoplado ao sistema de aquisicao de dados
(PowerLab 4/30®, AD Instruments, Castle Hall, Australia). A confirmacao da posi¢ao
correta do cateter no interior do VE (Figura 5C) foi realizada mediante a observagao
das curvas ventriculares caracteristicas de pressao e volume, conforme apresentado
na Figura 5D.

Para a calibracao da pressao foi utilizado uma coluna de mercurio, e 2 pontos
de pressdo (0 mmHg e 100 mmHg) foram registrados e inseridos no Workflow do
programa de analise cardiaca PVLoop (LabChart® Pro v. 7.3.3, AD Instruments,
Castle Hall, Australia). Em seguida, para a calibracdo da condutancia foram utilizados
valores conhecidos por meio do sistema de informagdo MPVS-Ultra (MPVS-UltraO,
v2.0, Millar Instruments, Houston Texas, EUA), conforme orientagdes do fabricante
para o cateter SPR-838 (Millar Instruments, Houston, Texas, EUA).

Para a calibragao do volume, foi utilizado o método das cubetas. Ao término
dos registros de pressao e volume intraventricular, foram coletados aproximadamente
2 mL de sangue heparinizado, pela da artéria carétida, para o preenchimento das
cubetas de 3, 4, 5, 6, 7 e 8 mm de didmetros, as quais correspondem, em volume de
sangue, a 63,62; 113,10; 176,71; 254,47; 346,36 e 452,33 pl, respectivamente. As
cubetas foram mantidas sobre uma placa aquecida a 37°C, conforme orientagdes do
fabricante (Millar Instruments, Houston, Texas, EUA).

Os valores de presséao, volume e frequéncia cardiaca (FC) foram registrados.
A FEVE, o débito cardiaco (DC), o trabalho sistdlico (TS), o volume sistdlico (VS), o
volume diastdlico final (VDF), volume sistdlico final (VSF), a presséao diastdlica final do
VE (PDF), a pressao sistdlica final do VE (PSF), valor maximo da primeira derivada

da pressao ventricular esquerda (+dP/dt), valor minimo da primeira derivada da
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pressao ventricular esquerda (-dP/dt) e o tempo de relaxamento isovolumétrico
ventricular (TAU) foram calculados pelo programa de analise cardiaca PVLoop
(LabChart® Pro v. 7.3.3, AD Instruments, Castle Hall, Australia).

Figura 5: Registros tipicos de parametros hemodinamicos de um rato controle

obtidos com o cateter de pressao e volume, inserido no ventriculo esquerdo

através da carotida direita.

Cateter de presséc-volume
inserido no ventriculo esquerdo

(A) Registro tipico comprimido e (B) expandido de pressdo (em vermelho), volume (em verde) e
frequéncia cardiaca (em rosa). (C) Representacédo grafica do cateter de pressao-volume posicionado
dentro do ventriculo esquerdo durante a avaliacdo da funcéo cardiaca. (D) Curva tipica de pressao-
volume intraventricular obtida com o cateter de pressédo-volume posicionado no ventriculo esquerdo,
confirmando a posigéo correta do cateter, e representando os principais eventos ocorridos durante o
ciclo cardiaco, sendo estes: a abertura da valva mitral (ponto A), ponto em que inicia-se a fase de
enchimento ventricular, representada pela linha verde. O volume presente na camara cardiaca ao
fechamento da valva mitral (ponto B) consiste no volume diastdlico final, completando a fase diastdlica
do ciclo cardiaco. Assim, o ventriculo esta cheio de sangue e pronto para o inicio da sistole. A proxima
fase do ciclo cardiaco, inicia-se a partir do fechamento da valva mitral, e consiste na fase de contragao
isovolumétrica, representada pela linha azul. Durante esta fase, o coragdo contrai, causando uma
elevacao da pressdo sem alterar o volume ventricular. Quando a pressao no ventriculo excede a
pressdao na aorta, ocorre a abertura da valva adrtica (Ponto C), e inicia-se a fase de ejecéo,
representada pela linha rosa. Apds essa fase, a pressdo dentro da cAmara cardiaca cai abaixo da
pressao aortica, levando ao fechamento da valva aértica (Ponto D), assim, neste ponto completa-se a
sistole e inicia a diastole, consistindo na fase de relaxamento isovolumétrico, representada pela linha
vermelha, na qual a pressao do ventriculo cai enquanto o volume permanece constante, até a abertura
da valva mitral. Por meio da relagao entre o tempo e a pressdo exercida na fase de relaxamento
isovolumétrico sao obtidos os valores de TAU. Quando a pressao dentro do ventriculo for menor que a
do atrio, ocorre a abertura da valva mitral e o ventriculo comegara a encher novamente, iniciando a
diastole, concluindo, assim, o ciclo cardiaco. A area geométrica, representada pela linha em laranja,
representa o gasto energético necessario para um batimento cardiaco, o qual consiste no Trabalho
Sistélico. Imagem: Prépria autora (2023). Figura 5C: adaptado de AD Instruments. Guia de selecéo de
cateter para pesquisa. Figura 5D: adaptado de Boron, Walter & Boulpaep, Emile. Fisiologia Médica. 22
edicao.
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5.8. AVALIACAO DA RESPOSTA CARDIACA A ADMINISTRACAO DE
DOBUTAMINA

Apos 20-30 minutos de registro, para estabilizacdo e obtengao do registro basal
de pressdo e volume intraventricular, foi administrada uma dose endovenosa de
dobutamina (30 nmol/Kg), seguida por 100 pL de salina, por meio da veia femoral
(CORREA 2021), para avaliacdo da resposta cardiaca dos ratos. Assim, a fungdo

cardiaca foi avaliada no ponto basal e apds a administragao de dobutamina.

5.9. COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Ao final do protocolo de cateterismo do VE, foi administrada uma nova dose
anestésica (30% da dose inicial de cetamina e xilazina), e apds a confirmagéo da
anestesia profunda, foi realizada a coleta de sangue pela carétida direita para
obtencao de plasma e soro para a analise dos niveis de triglicerideos, colesterol e de
citocinas. Apdés a coleta de sangue, o coragdo foi removido, consistindo no
procedimento cirurgico terminal. O coracdo foi pesado, e sua porgédo apical foi
imediatamente congelada em nitrogénio liquido e armazenada em freezer -80° C para
a posterior analise de citocinas e da expressao de iINOS por Western Blotting. A
porcéo basal do coracgao foi fixada em formol 10%, e, posteriormente, embebida em
parafina para a analise histolégica. Em sequéncia, o pulmao, a gordura retroperitoneal
e a gordura epididimal também foram coletados e pesados. A tibia foi removida e seu
comprimento foi obtido para o calculo da razdo entre o peso do coragdo € o
comprimento da tibia e o calculo da razdo entre o peso do pulmao e o comprimento
da tibia.

5.10. ANALISE HISTOLOGICA DO CORAGAO

Para as analises histoldgicas, a porgcao basal do coragao foi fixada em formol
10% por 24 horas, posteriormente, transferida para alcool 70% e processada de

acordo com o protocolo descrito no Quadro 1.
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Quadro 1: Protocolo de processamento das amostras de coragao para analises

histolégicas.

Reagente Tempo
Alcool 90% 1 hora
Alcool 100% 1 hora
Alcool 100% 1 hora
Xilol / Alcool 1:1 1 hora
Xilol 1 hora
Parafina | 1 hora

Parafina Il 1 hora

Apos o processamento, os coragbes foram emblocados em parafina, e

aguardou-se pelo menos 24 horas para o endurecimento da parafina. Os blocos foram

submetidos a cortes seriais de 5 ym, por meio de um micrétomo (Leica RM2255).

Posteriormente, os cortes histolégicos foram corados com tricomo de Gomori,

conforme protocolo descrito no Quadro 2.
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Quadro 2: Protocolo de coloragdao com tricomo de Gomori.

Reagente Tempo
Xilol 3 minutos
Xilol 3 minutos
Alcool 100% 3 minutos
Alcool 90% 3 minutos
Alcool 70% 3 minutos
Agua corrente 1 minuto
Agua destilada 1 minuto
Hematoxilina de Harris 8 minutos
Agua corrente 1 minuto
Agua destilada 1 minuto
Tricomo de Gomori 15 minutos
Alcool 95% 1 minuto
Alcool 100% 3 minutos
Alcool 100% 3 minutos
Alcool 100% + Xilol 1:1 3 minutos
Xilol 3 minutos

Ao fim do processo de coloragao, foi adicionado a cada corte histolégico o meio
de montagem (Entellan®, Sigma-Aldrich, St Loius, MO, Estados Unidos), e, em
seguida, foi aplicada uma laminula em cada corte histologico.

Apods a secagem do meio de montagem por pelo menos 24 horas, os cortes
histolégicos corados com tricomo de Gomori foram utilizados para a obtengcao de
imagens de campos localizados na parede livre do VE, com o auxilio de um

microscopio em aumento 40x (Microscépio Olympus BX41).
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A quantificacdo do colageno instersticial foi realizada no programa ImageJ
(Wayne Rasband, National Institue of Health, USA, disponivel na internet no site
http://rsb.info.nih.gov/nih-image) e o calculo do valor médio da porcentagem de

colageno de 7-11 campos de cada rato foi realizado.

5.11. TESTE DE TOLERANCIA AO EXERCICIO

Os animais foram submetidos ao teste de tolerancia ao exercicio com o objetivo

de avaliar a sua resisténcia a um protocolo de exercicio incremental.

5.11.1. Aclimatagao a esteira

Antes do teste de tolerancia ao exercicio, foi realizada a aclimatagao dos ratos
ao exercicio na esteira por 3 dias consecutivos, caminhando na velocidade de 27,7
cm/s, por 10 minutos. O protocolo foi adaptado de (AGUIAR et al., 2018; FRANCA
2018).

5.11.2. Exercicio gradativo na esteira

Ap0s a aclimatagéao a esteira, os ratos foram submetidos ao teste de tolerancia
ao exercicio, o qual consistiu em exercicio gradativo na esteira com incrementos na
velocidade de 5,55 cm/s a cada 3 min, iniciando em 27,7 cm/s. O teste perdurou até
a intensidade maxima atingida por cada rato, definida como o nivel maximo de
exaustdo dos ratos (momento em que os ratos permaneciam mais de 10 segundos
apoiados na baia de protegao). Este protocolo foi adaptado de (AGUIAR et al., 2018;
FRANCA 2018). O tempo de corrida (s) foi obtido e a distancia percorrida (m) foi

calculada de acordo com o tempo de corrida e velocidade (m/s).

5.12. CONCENTRAGAO CARDIACA E PLASMATICA DE CITOCINAS

A concentracao de citocinas no coracao foi mensurada com a utilizacao de kits
de ensaio imunoenzimatico (ELISA do inglés, Enzyme Linked Immunosorbent Assay),

segundo as instrugdes do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).


http://rsb.info.nih.gov/nih-image
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Para dosagem de IL-6 e TNF-a, aproximadamente 100 mg de coragao,
congelados em nitrogénio liquido, foram homogeneizados em 500 yL de tampao de
extracao [Tris 10 mM pH 7.4 (Sigma-Aldrich, St Loius, MO, Estados Unidos), NaCl 150
mM (Sigma-Aldrich, St Loius, MO, Estados Unidos), Triton X-100 1% (v/v) (Sigma-
Aldrich, St Loius, MO, Estados Unidos)] com auxilio de um homogeneizador (Ultra-
Turrax, velocidade 2, 10 s, 4°C).

Em seguida, os homogenatos foram centrifugados (13.000 xg, 4 °C, 10 min), e
0 sobrenadante foi coletado e utilizado para dosagem das citocinas, de acordo com
as instrugdes do fabricante.

A absorbancia foi determinada a 450 nm por espectrofotometria (Multileitora
Infinite M200, Tecan, Suiga) e, apds interpolagédo dos dados, os resultados foram

expressos como pg/mL.

5.13. EXPRESSAO DE INOS POR WESTERN BLOTTING

5.13.1. Preparo das amostras

Aproximadamente 100 mg de coragao, congelados em nitrogénio liquido, foram
pulverizados e transferidos para microtubos contendo 200 uL de solugédo tampao de
lise [Coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich, St Loius, MO, Estados Unidos);
Ortovanadato de sédio 100 mM; Fluoreto de fenil-metano-sulfonil (PMSF) 100 mM em
T-Per (Tissue Protein Extraction Reagent; Thermo Scientific, Rockford, IL, Estados
Unidos)] e vortexados. Em seguida, as amostras foram sonicadas (60 W; 5 segundos)
e incubadas por 1 hora no gelo. Apds a incubagao, as amostras foram centrifugadas
(11.000 rpm; 20 minutos; 4 °C) para obtencéo do sobrenadante, o qual foi coletado e
separado em duas aliquotas, uma para quantificagdo de proteinas totais e a outra foi
adicionada ao tampao de amostra (glicerol 20%, mercaptoetanol 14,4 mM, azul de
bromofenol 0,1%, Tris/HCI 0,2 M e SDS 10%) na propor¢ao 1:6 (v/v). Logo apds, as
amostras foram fervidas (100 °C; 10 minutos) para a eletroforese. A concentragao de
proteinas totais foi mensurada pelo método Bradford, utilizando uma curva padrao de
albumina sérica bovina, em triplicata, e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 595 nm. Posteriormente foi realizada a interpolagao dos

resultados.
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5.13.2. Eletroforese e eletrotransferéncia

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-
PAGE). Um gel de entrada a 5% e um gel de separacao a 7%, contendo 15 pogos por
gel, foram preparados e, logo apés, para o loading dos géis, 80 ug de proteina de
cada amostra foram adicionadas por po¢o. No primeiro pogo, foi adicionado 5 uL do
padrdao de peso molecular (BLUeye Prestained Protein Ladder, Sigma-Aldrich, St
Loius, MO, Estados Unidos).

A eletroforese foi realizada a 4 °C em cubas especificas (Mini-PROTEAN®
Tetra Vertical Electrophoresis Cell, BioRadLaboratoriesinc, Hercules, CA, Estados
unidos), contendo tampéao de corrida e voltagem fixa em 100 V, por aproximadamente
2 horas. Ao término da eletroforese, foi realizada a eletrotransferéncia (100 V; 1 hora
e 30 minutos; 4 °C), em tampao de transferéncia, na qual as proteinas dos géis foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (0,45 pM). Apds a
eletrotransferéncia, as membranas foram coradas com vermelho de Ponceau 0,2%
(v/v) em &cido tricloroacético 3% (v/v) para certificagdo da transferéncia (Figura 6).
Para remocgao do corante, as membranas foram lavadas por 3 vezes consecutivas, 10
minutos cada lavagem, sob agitacdo, com solucao salina tamponada com Tris (TBS-
T, do inglés Tris-Buffered Saline) (TrisHCI 20 mM, NaCl 500 mM, Tween 20 0,05%
(v/v), pH 7,5). Em seguida, foi realizado o bloqueio das ligagcbes inespecificas, com
leite desnatado 5% (p/v) em TBS-T, sob agitagdo, por 1 hora, em temperatura

ambiente.
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Figura 6: Membrana apés a eletrotransferéncia durante protocolo de Western

Blotting.

Membrana corada com vermelho de Ponceau para certificagdo da transferéncia de proteinas, apés a
eletrotransferéncia. Fonte: Propria autora (2023).

5.13.3. Imunodetecg¢ao

Foi realizada a incubagdo das membranas overnight, por aproximadamente 20
horas em camara fria (4 °C) com os anticorpos primarios policlonal coelho anti-NOS-
2 [1:500 (Leite desnatado 3% p/v em TBS-T; azida 0,02% v/v) — Santa Cruz,
Biotechnology, CA, Estados Unidos] e monoclonal anti-Bactina conjugado com
peroxidase [1:25000 (Leite desnatado 5% p/v em TBS-T) — Sigma-Aldrich, St Loius,
MO, Estados Unidos]. Em seguida, as membranas foram lavadas 3 vezes, 10 minutos
cada lavagem, com TBS-T, sob agitagéo, para retirada dos anticorpos excedentes. A
membrana incubada com anticorpo primario anti-NOS-2 foi entao incubada por 1 hora,
em temperatura ambiente, ao anticorpo secundario, especifico para o anticorpo
primario [1:5000, cabra anti-coelho, (Leite desnatado 3% p/v de TBS-T) - Bio-Rad
Laboratories, CA, Estados Unidos].

Logo apds essa incubagao, as membranas foram lavadas 3 vezes para retirada
dos anticorpos ndo ligados; cada lavagem teve a duragdo de 10 minutos. A
imunodetecgdo foi realizada com a utilizagdo do kit de deteccao de substrato

quimioluminescente (Hybond-ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Amersham, Reino
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Unido). Para capturar as imagens das bandas, foi utilizada camera CCD e aparelho
ChemiDoc XRS System (Bio-Rad Laboratories, Califérnia, EUA). A quantificagcao da
intensidade das bandas foi feita por densitometria (ImagedJ, Wayne Rasband, National
Institue of Health, USA, disponivel na internet no site http://rsb.info.nih.gov/nih-image)
e os valores de densitometria encontrados nas bandas de interesse foram
normalizados pelos valores encontrados na marcagao para o controle enddgeno

(Bactina).

5.14. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise da curva de sobrevivéncia foi utilizado o teste de Mentel-Cox.
Para os dados de natureza quantitativa, primeiramente, foi aplicado o teste de
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e ao ser observado uma distribuicdo normal, foi
aplicado o teste para avaliar se a variancia era homogénea (teste de Levene). Apos
certificado que os dados apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade da
variancia, utilizou-se um teste paramétrico para analise dos dados. Além disso, o nivel
de significancia adotado foi de p<0,05.

Os resultados foram expressos com a média + desvio padrdo (DP). Foram
utilizados o teste t de Student nao pareado, ou o teste de variancia (ANOVA) de duas
vias, seguido pelo post-hoc de Sidak. Os dados foram analisados estatisticamente e
os graficos construidos pelo GraphPad Prism versao 9.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA).

6. RESULTADOS

6.1. O TRATAMENTO COM L-NAME NA DOSE DE 20 MG/KG/DIA APRESENTOU
A MAIOR PORCENTAGEM DE SOBREVIVENTES EM RELAGCAO AS DOSES DE
40 MG/KG/DIA E 70 MG/KG/DIA

Em experimentos preliminares, para a padronizagcao do modelo de ICFEp, trés
doses de L-NAME (20 mg/kg/dia, 40 mg/kg/dia e 70 mg/kg/dia) foram administradas
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durante 28 dias, concomitantemente com a dieta hiperlipidica por 35 dias, em trés
grupos diferentes de ratos.

As doses de 40 mg/kg/dia e 70 mg/kg/dia apresentaram 50% e 73% de
sobrevivéncia, respectivamente, enquanto que a dose de 20 mg/kg/dia apresentou
80% de sobrevivéncia (p=0,3450; Figura 7), assim sendo a dose com a maior

porcentagem de sobreviventes.

Figura 7: Curva de sobrevivéncia de ratos submetidos ao tratamento de L-
NAME nas doses de 20 mg/kg/dia, 40 mg/kg/dia e 70 mg/kg/dia.
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‘g -# |-NAME 40 mg/kg + Dieta hiperlipidica (n=10)
3 &+ L-NAME 20 mg/kg + Dieta hiperlipidica (n=10)
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Os ratos foram submetidos ao tratamento de L-NAME nas doses de 20 mg/kg/dia, 40 mg/kg/dia e 70
mg/kg/dia, por 28 dias, concomitantemente com a administracdo de dieta hiperlipidica por 35 dias. O
tratamento com L-NAME na dose de 20 mg/kg/dia, concomitantemente com a administragédo de dieta
hiperlipidica, apresentou a maior porcentagem de sobrevivéncia de ratos. As diferengas foram
analisadas com o teste de Mantel-Cox. L-NAME = Nw-nitro-L-arginina metil éster.

6.2. O TRATAMENTO COM L-NAME E DIETA HIPERLIPIDICA AUMENTOU A
PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA, A GORDURA CORPORAL E NAO ALTEROU
O PESO CORPORAL DOS RATOS

Os ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram aumento da
PAS (p<0,0001; Figura 8A), da gordura retroperitonial (p=0,0146; Figura 8B) e da
gordura epididimal (p=0,0035; Figura 8C), quando comparados ao grupo controle.

No entanto, o ganho de peso corporal nao foi diferente ao longo das cinco
semanas de tratamento entre os dois grupos experimentais (p= 0,0539; Figura 8D).
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Figura 8: O tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica aumentou a pressao

arterial sistdlica, a gordura corporal e nao alterou o peso corporal dos ratos.
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(A) Ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram maiores valores de PAS na quinta
semana de tratamento, avaliada por pletismografia de cauda, e (B) aumento de gordura retroperitonial
e (C) epididimal quando comparados ao grupo controle. (D) Nao houve diferenga no peso corporal entre
os dois grupos ao longo das cinco semanas de tratamento. Os valores sdo apresentados como médias
+ DP. As diferengas na PAS e peso corporal foram analisadas por ANOVA de duas vias seguido de
post-hoc de Sidak. As diferengcas em RET e EPI foram analisadas pelo T-test de Student. PAS =
Presséo arterial sistolica; RET = gordura retroperitonial; EPI = gordural epididimal.

6.3. O TRATAMENTO COM L-NAME E DIETA HIPERLIPIDICA REDUZIU A
TOLERANCIA A GLICOSE, NAO ALTEROU OS NIVEIS PLASMATICOS DE
TRIGLICERIDEOS, POREM, AUMENTOU OS NIVEIS PLASMATICOS DE
COLESTEROL DOS RATOS

Ao avaliar a tolerancia a glicose nos ratos, foi observado que apés 15 minutos
da administracéo intraperitoneal de glicose, houve uma redugao na depuragéo da
glicose em ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica (p=0,0277; Figura 9A). No
entanto, a depuragao da glicose foi recuperada nos tempos seguintes (30, 60, 90 e
120 min; Figura 9A). Esses resultados mostram uma redugéo na tolerancia a glicose
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nos ratos submetidos ao tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica em comparagéao
aos ratos do grupo controle.

Além disso, ndo houve diferenga na concentragédo plasmatica de triglicerideos
(p=0,1477; Figura 9B) entre os dois grupos. Porém, os ratos tratados com L-NAME e
dieta hiperlipidica apresentaram maior concentragdo plasmatica de colesterol

(p=0,0304; Figura 9C) quando comparados aos ratos do grupo controle.

Figura 9: O tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica reduziu a tolerancia a
glicose, nao alterou os niveis plasmaticos de triglicerideos, porém, aumentou

os niveis plasmaticos de colesterol dos ratos.
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(A) Ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram maiores niveis plasmaticos de
glicose 15 minutos apds administragcdo intraperitoneal de solugdo de glicose, porém n&do houve
diferenga nos niveis de glicose entre os grupos no tempo 0 e apds a aplicagdo de solugéo de glicose,
nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos. (B) A concentragao plasmatica de triglicerideos foi semelhante
nos dois grupos experimentais. (C) Houve aumento da concentrag&o plasmatica de colesterol nos ratos
tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica. Os valores sao apresentados como médias + DP. Os dados
de glicemia foram avaliados pela ANOVA de duas vias seguido de post-hoc de Sidak. As diferengas na
concetracéo plasmatica de colesterol e triglicerideos foram analisadas com T-test de Student.

6.4. DISFUNGCAO DIASTOLICA E FRAGCAO DE EJEGCAO PRESERVADA EM
RATOS TRATADOS COM L-NAME E DIETA HIPERLIPIDICA

Ao analisar a fungao cardiaca dos ratos nao foram observadas diferengas entre
0s grupos experimentais nos valores de fragdo de ejecao (p=0,7049; Figura 10A),
débito cardiaco (p=0,1830; Figura 10B), volume sistélico (p=0,4545; Figura 10C),
trabalho sistélico (p=0,8379; Figura 10D), frequéncia cardiaca (p=0,1414; Figura 10E),
volume sistdlico final (p=0,9051; Figura 10F), volume diastdlico final (p=0,6494; Figura
10G) e +dp/dt (p=0,5813; Figura 10H). No entanto, os ratos tratados com dieta
hiperlipidica e L-NAME apresentam menores valores de —dp/dt (p=0,0424; Figura 10l),

indicando um menor indice de relaxamento do VE, e maiores valores de TAU
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(p=0,0076; Figura 10J), caracterizando uma disfung¢ao diastélica do VE, apesar da

fracdo de ejecao preservada.

Figura 10: O tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica levou a redugao da

funcao diastolica sem alterar a fragao de ejegao.
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(A) A fracao de ejegao, (B) débito cardiaco, (C) volume sistdlico, (D) trabalho sistolico, (E) frequéncia
cardiaca, (F) volume sistdlico final, (G) volume diastdlico final e (H) +dp/dt foram semelhantes em
ambos os grupos. () Os ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram menores
valores de — dp/dt e (J) maiores valores de TAU, caracterizando a disfun¢do diastdlica do VE. Os
valores sdo apresentados como médias + DP. T-test de Student. +dp/dp = valor maximo da primeira
derivada da pressao ventricular esquerda; -dP/dt = valor minimo da primeira derivada da pressao
ventricular esquerda; TAU = tempo de relaxamento isovolumétrico ventricular.
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6.5. RATOS TRATADOS COM L-NAME E DIETA HIPERLIPIDICA
APRESENTARAM PREJUIZO NA FUNGCAO DIASTOLICA DURANTE A
RESPOSTA CARDIACA A DOBUTAMINA

Com o cateter de pressao-volume posicionado no VE dos ratos, apds o registro
basal, foi registrado o efeito da dobutamina, um agente inotrépico positivo, na pressao
e volume intraventricular, conforme os dados apresentados na Tabela 1. As variagcbes
de fracdo de ejecdo (p=0,9407), débito cardiaco (p=0,9658), trabalho sistdlico
(p=0,6107), volume sistélico (p=0,7300), volume sistdlico final (p=0,2037), volume
diastdlico final (p=01811), frequéncia cardiaca (p=0,9352), pressao diastdlica final
(p=0,4942), pressao sistolica final (p=0,8533) e +dp/dt (p=0,5764), apos a
administracdo de dobutamina, foram semelhantes entre os grupos experimentais.
Entretanto, os ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram menores
valores no delta da -dp/dt quando comparados ao grupo controle (p=0,0265),
indicando um prejuizo no relaxamento do VE. No entanto, ndo houve diferenca entre

no delta dos valores de TAU (p=0,8003) entre os grupos.
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Tabela 1: Delta dos efeitos da dobutamina sobre a fungao cardiaca.

Controle ICFEp Valor de p
FEVE (%) 4,326 + 2,745 4,326 + 2,745 0,9407
DC (mL/min) 8,884 + 4,863 8,713 + 7,590 0,9658
TS (mmHg*uL) 3340 + 2443 4125 + 2616 0,6107
VS (uL) 20,97 + 9,443 17,56 + 19,75 0,7300
VSF (uL) 15,280 + 23,13 15,24 + 27,39 0,2037
VDF (uL) 17,28 + 11,85 10,37 + 4,318 0,1811
FC (bpm) 35,52 + 27,67 36,69 + 21,01 0,9352
PDF (mmHg) 0,061 + 4,479 1,363 + 1,730 0,4942
PSF (mmHg) 33,45 + 10,65 31,99 + 14,61 0,8533
+ dp/dt (mmHg/s) 4565 + 1821 5291 + 2340 0,5764
- dp/dt (mmHg/s) -4155 + 1182 -2366 + 1302* 0,0258
TAU (G; ms) 0,814 + 1,792 1,32 + 4,037 0,8003

Ao registrar os efeitos da dobutamina (30 nmol/kg) na presséo e volume intraventricular, foi observado
valores semelhantes no delta da FEVE, DC, TS, VS, VSF, VDF, FC, PDF, PSF e +dp/dt entre os grupos
experimentais. No entanto, ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram uma
resposta reduzida no delta da -dp/dt quando comparados ao grupo controle, enquanto que os valores
de Tau se mantiveram semelhantes entre os dois grupos. Os valores sdo apresentados como médias
+ DP. T-test de Student. (Controle n=5; ICFEp n =7); FEVE = Fragao de eje¢ao do ventriculo esquerdo;
DC = débito cardiaco; TS = trabalho sistdlico; VS = volume sistdlico; VSF = volume sistdlico final; VDF
= volume diastdlico final; FC = frequéncia cardiaca; PDF = pressao diastélica final; PSF = pressao
sistélica final; +dp/dt = valor maximo da primeira derivada da pressao ventricular esquerda; -dP/dt =
valor minimo da primeira derivada da pressao ventricular esquerda; TAU = tempo de relaxamento
isovolumétrico ventricular.

6.6. O TRATAMENTO COM L-NAME E DIETA HIPERLIPIDICA REDUZIU A
TOLERANCIA AO EXERCICIO DOS RATOS

Os ratos foram submetidos ao teste gradativo de exercicio na esteira com
aumento de velocidade a cada 3 minutos para avaliagao da tolerancia ao exercicio.
Ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram reducédo no tempo de
corrida (p=0,0077; Figura 11A) e na distancia percorrida (p=0,0078; Figura 11B) em
relagdo ao grupo controle.
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Figura 11: O tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica reduziu a tolerancia

ao exercicio dos ratos.
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(A) Ratos submetidos ao tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram redug¢éo no tempo

de corrida e (B) na distancia percorrida quanto comparados ao grupo controle. Os valores sao
apresentados como médias + DP. T-test de Student.

6.7. RATOS TRATADOS COM L-NAME E DIETA HIPERLIPIDICA
APRESENTARAM HIPERTROFIA E FIBROSE CARDIACA, POREM, NAO
APRESENTARAM ALTERACAO NO PESO DO PULMAO

A partir de analises histolégicas de coragdes corados com tricomo de Gomori,
responsavel pela coloragdo de coldgeno em verde, foi observado que ratos tratados
com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram maior porcentagem de colageno
intersticial (p=0,0204; Figuras 12A, B e C) em relacdo ao grupo controle, indicando
fibrose cardiaca. Observou-se, também, maiores valores da razao entre o peso do
coragdo e o comprimento da tibia (p=0,0151; Figura 12D), indicando hipertrofia
cardiaca nesses ratos, em relagéo ao grupo controle. No entanto, os valores da razao
entre o peso do pulmao e o comprimento da tibia foram semelhantes em ambos os
grupos (p=0,8393; Figura 12E).
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Figura 12: Ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram

fibrose e hipertrofia cardiaca, porém nao houve diferenga no peso do pulmao.
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(A) Imagens representativas da parede livre do VE de um rato controle e (B) de um rato tratado com
dieta hiperlipidica e L-NAME, corados com tricomo de Gomori (colageno em verde). (C) Ratos expostos
ao tratamento com dieta hiperlipidica e L-NAME apresentaram maior porcentagem de colageno no
coracdo e (D) maiores valores na razéo entre o peso do coragdo e o comprimento da tibia. (E) Nao
houve diferenga na razédo entre o peso do pulméo e o comprimento da tibia entre os dois grupos. Os
valores sao apresentados como médias + DP. T-test de Student.
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6.8. O TRATAMENTO COM L-NAME E DIETA HIPERLIPIDICA NAO ALTEROU
OS NIVEIS CARDIACOS DE CITOCINAS (IL-6 E TNF-a)

A partir da dosagem de IL-6 e TNF-a no coragao e no plasma, por ELISA, foi
observado que n&o houve diferenga nos niveis cardiacos de IL-6 (p=0,1369; Figura
13A) e TNF-a (p=0,1889; Figura 13B) entre os grupos e nao foram detectados IL-6

(Figura 13C) e TNF-a (Figura 13D) no plasma de ambos os grupos experimentais.

Figura 13: O tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica nao alterou os niveis

cardiacos de citocinas (IL-6 e TNF-a).
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(A) Nao foi observada diferenca nos niveis cardiacos de IL-6 e (B) TNF-a entre os grupos experimentais
e nao foram detectados (C) IL-6 e (D) TNF-a no plasma dos ratos. Os valores sdo apresentados como
médias + DP. T-test de Student. IL-6 = Interleucina 6; TNF-a = Fator de necrose tumoral a; N.D. = Nao
detectado.



53

6.9. O TRATAMENTO COM L-NAME E DIETA HIPERLIPIDICA AUMENTOU A
EXPRESSAO DE INOS NO CORACAO DOS RATOS

A anadlise da expressao da enzima iNOS, por Western Blotting, no coragéao,
mostra que os ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram uma
expressao aumentada de iINOS no coragcdo em relagdo ao grupo controle (p=0,0066;
Figura 14A e 14B).

Figura 14: Aumento na expressao de iNOS nos corac¢oes de ratos tratados com
L-NAME e dieta hiperlipidica.
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(A) Ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram maior razdo entre iNOS e (3-Actina,
obtida por densitometria, comparados ao grupo controle. (B) Imunodetecgéo para iNOS (130 kDa) e B-
Actina (42 kDa). Os valores sao apresentados como médias + DP. T-test de Student.

7. DISCUSSAO

A ICFEp é predominantemente caracterizada pela presenga de multiplas
comorbidades, as quais por meio da inflamacao sistémica e cardiaca, levam a
alteragdes na estrutura e na fungéo do coragao, caracterizando um prejuizo na fungéo
diastodlica do VE, mantendo-se a fragdo de ejecao preservada (TANAI; FRANTZ,
2015).

A reproducgao dessas caracteristicas observadas em pacientes com ICFEp em
modelos animais € considerada um desafio. Este fato resulta em tratamentos limitados
para estes pacientes, que sejam capazes de diminuir as hospitalizagdes por eventos
cardiovasculares e a mortalidade, e de aumentar a qualidade de vida dos pacientes
(WITHAAR et al., 2021; DESAI et al., 2023). Além disso, limitagdes em modelos pré-
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clinicos de ICFEp também contribuem para limitagdes na elucidagdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos desta doenca (WITHAAR et al., 2021; DESAI et al., 2023).

No presente estudo, a partir do tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica,
um protocolo experimental utilizado para induzir ICFEp em camundongos, proposto
por Schiattarella e colaboradores (2019), buscou-se, pela primeira vez, replicar as
caracteristicas encontradas em humanos com ICFEp, em ratos, com o objetivo de
auxiliar na busca por um modelo animal adequado para pesquisa e ampliar as
possibilidades de escolha da espécie a ser utilizada neste modelo em futuros estudos,
atualmente restrita aos camundongos.

Para isso, foi utilizado o L-NAME, um inibidor n&o-seletivo da enzima 6xido
nitrico sintase, atuando como um agente hipertensor e determinante para o estresse
hemodinadmico induzido nestes ratos. Assim, o primeiro resultado desse estudo mostra
que a PAS dos ratos estava elevada ao final das cinco semanas de tratamento. E
importante mencionar que um dos principais fatores envolvidos nas alteragoes
observadas no VE em pacientes com ICFEp é a pressédo arterial elevada (TANAI,
FRANTZ, 2015). Isso porque a hipertensao arterial causa uma sobrecarga no coragao,
sendo determinante para o remodelamento cardiaco, levando a alteragdes estruturais
em cardiomidcitos, proteinas sarcoméricas e fibroblastos (TANAI; FRANTZ, 2015).

A obesidade e a hipertensao arterial sdo as comorbidades mais prevalentes na
ICFEp (SINGH; MEHTA, 2018). Devido ao fato de que grande parte dos individuos
com ICFEp apresentam sobrepeso ou obesidade, e que o aumento da adiposidade
esta associado a uma piora dos parametros funcionais na ICFEp (KITZMAN; LAM,
2017; OBOKATA et al., 2017), utilizamos a dieta hiperlipidica para induzir o estresse
metabdlico nos ratos. Em camundongos, essa dieta foi responsavel pelo aumento de
peso e gordura corporal, intolerancia a glicose e aumento do perfil lipidico
(SCHIATTARELLA et al., 2019). Em pacientes com ICFEp, a obesidade e sindrome
metabdlica contribuem para o desenvolvimento e progressao da doencga pelo aumento
da inflamacéo, disfuncéo endotelial, alteragdes hemodindmicas e ativagdo neuro-
humoral (KITZMAN; LAM, 2017; OBOKATA et al., 2017).

Em nosso estudo, observou-se que ao final das cinco semanas de tratamento,
os ratos expostos ao tratamento de L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram
aumento de gordura corporal e dos niveis plasmaticos de colesterol. Além disso, apos
15 minutos da administragao intraperitoneal de glicose, foi observada uma reducgéo na

depuragéao da glicose em ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica. No entanto,
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a depuracgao da glicose foi recuperada nos tempos seguintes (30, 60, 90 e 120 min).
Assim, nossos resultados mostram uma redugao na tolerancia a glicose nos ratos
submetidos ao tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica em comparagao aos ratos
do grupo controle, convergindo com dados descritos em relatos da literatura
(ANDRIKOPOULOS et al., 2008; BATTISTON et al., 2017).

Nossos resultados mostram, também, que o peso corporal e os niveis
plasmaticos de triglicerideos dos ratos tratados foram semelhantes aos dos ratos
controles. Esses resultados contrastam com os observados em camundongos por
Schiattarella e colaboradores (2019). Essas divergéncias podem ser explicadas pela
diferenga no metabolismo entre ratos e camundongos e, também, pela diferenca na
composicao da dieta hiperlipidica utilizada no nosso protocolo experimental, a qual foi
composta por 40% kcal de gordura, em comparagdo com a dieta hiperlipidica
composta por 60% kcal de gordura, utilizada por Schiattarella e colaboradores (2019).

Além disso, € importante destacar que, embora n&o tenha sido observado o
aumento do peso corporal nos ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica, houve
o0 aumento de gordura epididimal e retroperitoneal nestes ratos. Assim, em conjunto,
esses dados mostram que nosso protocolo experimental foi capaz de induzir um
estresse metabodlico e aumento da PAS nos ratos, mimetizando as comorbidades mais
prevalentes nos pacientes com ICFEp, sendo essas a obesidade/sindrome metabdlica
e a hipertensao arterial (SINGH; MEHTA, 2018).

Ao analisar a fungdo cardiaca dos ratos, por meio do registro de presséo e
volume intraventricular, observamos que a FEVE foi semelhante entre os dois grupos,
caracterizando, assim, fracao de ejecao preservada neste modelo. No entanto, ambos
os grupos apresentaram FEVE em torno de 30%, sendo este um valor abaixo do
esperado. Esses valores da FEVE podem ser explicados pela escolha do anestésico
utilizado para os experimentos de cateterismo do VE. A literatura mostra que o uso de
cetamina e xilazina como agentes anestésicos resulta em uma reducao na frequéncia
cardiaca e na diminui¢ao na fungcdo da bomba cardiaca em ratos Wistar, o que impacta
a FEVE (KAWAHARA et al., 2005; GONCA 2015; SHEKARFOROUSH et al., 2016).

Além disso, ao analisar a funcéo cardiaca, foi observado que o débito cardiaco,
o trabalho sistélico, o volume sistdlico, o volume sistélico final e a +dp/dt foram
semelhantes entre os ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica e os ratos
controles, indicando funcao sistdlica preservada nos ratos tratados. Foi observado,

também, que os ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram
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valores de volume diastdlico final semelhantes aos dos ratos controles, assim,
sugerindo que a capacidade da camara cardiaca de receber o volume de sangue
adequado durante a diastole se manteve preservada. No entanto, observou-se que
isso se manteve as custas do prolongamento no tempo de relaxamento do VE, devido
aos menores valores de -dp/dt e maiores valores de TAU. Isso porque nossos
resultados mostram que ratos submetidos ao tratamento com L-NAME e dieta
hiperlipidica apresentaram menores valores de -dp/dt, o que indica um menor indice
de relaxamento do VE. Ou seja, menores valores de -dp/dt demonstram uma menor
queda de pressao em um determinado intervalo de tempo, caracterizando um prejuizo
na funcao diastolica deste ventriculo.

Além disso, ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica apresentaram
maiores valores de TAU, que representa o tempo de relaxamento isovolumétrico do
VE. O valor de TAU reflete o tempo de relaxamento ventricular esquerdo durante a
diastole e, quanto maior esse valor, maior o tempo que € necessario para o
relaxamento do VE. Assim, os maiores valores de TAU, encontrados em ratos tratados
com L-NAME e dieta hiperlipidica, também sugerem um prolongamento no tempo de
relaxamento ventricular, contribuindo para a reducdo na funcao diastdlica destes
ratos.

Além das analises dos paradmetros basais também foi avaliada a resposta
cardiaca a dobutamina por meio do registro de pressao e volume intraventricular.
Sabe-se que a dobutamina € um agonista dos receptores B1-adrenérgicos, e seus
efeitos sdo o aumento do calcio intracelular e da forca de contracdo da musculatura
cardiaca (ZIMPFER et al, 1982). Nossos resultados mostram que, apds a
administracdo de dobutamina, o delta da FEVE, débito cardiaco, trabalho sistdlico,
volume sistdlico, frequéncia cardiaca, volume sistdlico e diastdlico final, pressao
sistélica e diastdlica final e +dp/dt foram semelhantes entre os grupos. Assim, nossos
dados demonstram que, ao desafiar o coracdo com a dobutamina, os parametros
dependentes da forca de contracdo do coragdo mantiveram-se preservados,
indicando que ndo houve um prejuizo sistolico. Esses resultados convergem com o
que é observado na clinica, como mostra o estudo de Sengupta e colaboradores
(2020), no qual foi demonstrado que pacientes com ICFEp, ao serem submetidos ao
desafio cardiaco com dobutamina, apresentaram aumento da frequéncia cardiaca,
débito cardiaco, volume sistélico e pressao arterial sistdlica e diastolica (SENGUPTA
et al., 2020).
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Além disso, nossos resultados mostram que ratos tratados com L-NAME e dieta
hiperlipidica apresentaram uma menor resposta de -dp/dt a dobutamina, em relagao
ao grupo controle, confirmando um prejuizo na capacidade de relaxamento do VE
nestes ratos. Assim, esses dados indicam uma redugao na fungao diastdlica do VE,
porém, a forgca contratil cardiaca manteve-se preservada nestes ratos mesmo durante
um desafio farmacolégico com um agente inotrépico positivo.

Assim, em conjunto, nossos dados mostram que foi possivel reproduzir a
disfuncdo diastdlica observada em pacientes com ICFEp, mantendo-se a FEVE
preservada, sendo essas as principais caracteristicas dos pacientes com ICFEp.

A disfuncéo diastélica, observada nestes pacientes, ocorre devido a rigidez do
miocardio, resultante do remodelamento cardiaco, o qual é caracterizado pela
hipertrofia e fibrose cardiaca (BORLAUG 2014). Como mencionado anteriormente, o
aumento do estresse metabdlico e da presséao arterial sao fatores determinantes para
o remodelamento cardiaco observado na ICFEp (TANAI; FRANTZ, 2015;
SCHIATTARELLA et al., 2019). O remodelamento cardiaco é resultante de alteragbes
estruturais, celulares e moleculares como a hipertrofia dos cardiomidcitos, aumento
de moléculas pré-inflamatérias, proliferacao de fibroblastos e acumulo de colageno na
matriz extracelular, responsavel pela inducao da fibrose cardiaca (HAHN et al., 2020).

Assim, nossos resultados mostram que a administragdo de L-NAME e dieta
hiperlipidica induziu o remodelamento cardiaco nos ratos. Observou-se aumento nos
valores da raz&do do peso do coragao pelo comprimento da tibia, sugerindo hipertrofia
cardiaca nestes ratos. Além disso, também foi observado um aumento da
porcentagem de colageno intersticial no coragao dos ratos tratados com L-NAME e
dieta hiperlipidica, indicando o aumento de fibrose cardiaca, a qual contribui para a
rigidez cardiaca.

No entanto, ao avaliar a razdo entre o peso do pulmao e o comprimento da
tibia, ndo foram observadas diferengas entre os grupos experimentais. Sendo assim,
estes resultados contrastam com os dados observados em humanos, que
demonstram que a congestao pulmonar € uma das caracteristicas observadas nos
pacientes com ICFEp, sendo um fator importante para o diagndstico destes pacientes
(BOZKURT et al., 2021) e, também, com os resultados apresentados por Schiattarella
e colaboradores (2019), em camundongos. Essa diferenga pode ser explicada pelo
método de avaliagdo, pois Schiattarella e colaboradores (2019) utilizaram a razao

entre o peso do pulmao molhado e o peso do pulmdo seco como um indicativo de
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edema e congestao pulmonar. Sendo assim, em estudos futuros, pretendemos utilizar
esse método para avaliar edema e congestao pulmonar de modo mais fidedigno e,
também, estudar a histologia pulmonar dos ratos para a obtengdo de dados mais
conclusivos.

Por outro lado, a congestdao pulmonar € uma caracteristica observada em
pacientes com ICFEp ao longo da progressao da doenga, visto que a literatura mostra
que a congestdo pulmonar nos estagios iniciais da ICFEp pode ser intermitente,
desenvolvendo-se apenas durante insultos hemodinamicos de curto prazo, como em
exercicios fisicos (REDDY et al., 2019; JAIN et al., 2022). Assim, nossos resultados
podem indicar que, os ratos ao final de cinco semanas de tratamento, podem ter
desenvolvido a ICFEp em seus estagios iniciais.

Além disso, nossos resultados mostram, também, que o tratamento com L-
NAME e dieta hiperlipidica reduziu a tolerancia ao exercicio fisico dos ratos, avaliada
pelo menor tempo de corrida e menor distancia percorrida quando submetidos ao teste
de tolerancia ao exercicio na esteira. A menor tolerancia ao exercicio, caracterizada
pela fadiga ao esforco e dispneia, € um dos principais sintomas presentes em
pacientes com ICFEp, sendo um fator decisivo para o diagndstico destes pacientes
(ZILE et al., 2013). Esses sintomas sao atribuidos ao enchimento ventricular
inadequado, por conta da reducdo na reserva da pré-carga, e a incapacidade de
aumentar o débito cardiaco suficientemente para atender as demandas metabdlicas
durante o exercicio, refletindo em uma resposta lusitropica deficiente e incompeténcia
cronotropica, respectivamente (PAULUS 2010; YOUN et al., 2021).

A literatura aponta que a menor tolerancia ao exercicio em pacientes com
ICFEp esta associada ao remodelamento cardiaco, avaliado pelo aumento da massa
e da espessura relativa da parede do VE (ZILE et al., 2013). Assim, a menor tolerancia
ao exercicio observada nos ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica pode
estar associada ao aumento da hipertrofia cardiaca, rigidez miocardica e,
consequente, disfungao diastdlica, também observados em nossos resultados.

A inflamagao é um processo determinante na fisiopatologia da ICFEp (SHIRAZI
et al., 2017). Devido a este fato, buscamos investigar o envolvimento de citocinas pro-
inflamatoérias nas alteragdes cardiacas observadas em ratos submetidos ao
tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica. Para isso, foram realizados ensaios
imunoenzimaticos para dosagem das citocinas no coragdo e no plasma. Nossos

resultados mostram que nao foi possivel detectar IL-6 e TNF-a no plasma dos ratos e



59

que os niveis dessas citocinas no coragdo foram semelhantes entre os grupos
experimentais. A literatura mostra que o aumento dos niveis circulantes de TNF-a nos
pacientes com ICFEp esta associado ao aumento da mortalidade (DUNLAY et al.,
2008). Além disso, relatos da literatura também mostram que o TNF-a é uma molécula
pré-inflamatéria que desempenha um papel fundamental durante a fase inflamatéria
inicial (ROLSKI; BLYSZCZUK, 2020). No entanto, nossos resultados mostram niveis
de TNF-a ao final de 5 semanas de tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica,
refletindo uma fase mais tardia da inflamacao, podendo ser o motivo pelo qual nao foi
observado o aumento dessa citocina no plasma e no coracéo destes ratos.

Relatos da literatura também mostram que grande parte dos pacientes com
ICFEp apresentam niveis plasmaticos elevados de IL-6, 0 que associa-se a maior
gravidade dos sintomas, menor capacidade de exercicio e maior acumulo de gordura
nestes pacientes (ALOGNA et al, 2023). Além disso, Markousis-Mavrogenis e
colaboradores (2019) mostraram niveis elevados de IL-6 em mais da metade dos
pacientes com ICFEp, e os niveis aumentados de IL-6 estavam associados ao
aumento da mortalidade e/ou hospitalizagao por IC (MARKOUSIS-MAVROGENIS et
al., 2019). Apesar disso, este estudo também mostrou que nem todos os pacientes
com ICFEp apresentaram niveis aumentados de IL-6 (MARKOUSIS-MAVROGENIS
etal., 2019).

Os nossos resultados mostram que n&do houve o aumento nas concentracdes
plasmaticas e cardiacas de IL-6, no entanto, apesar dos niveis de IL-6 e TNF-a se
apresentarem semelhantes entre os grupos experimentais, observamos um aumento
da expressao da enzima iNOS, por Western Blotting, no coragao, dos ratos tratados
com L-NAME e dieta hiperlipidica. Esse resultado converge com o que € observado
na clinica, pois foi demonstrado que pacientes com ICFEp também apresentam
aumento nos niveis cardiacos de INOS (SCHIATTARELLA et al., 2019).

Schiattarella e colaboradores (2019) foram os primeiros a mostrar que o
aumento da iINOS no coracgéao esta associado ao aumento de S-nitrosilagao da IRE1q,
uma proteina transmembrana envolvida na via UPR, que detecta estresse do reticulo
endoplasmatico, levando a redugao do splicing da XBP1s, um fator de transcricao
importante para a efetividade da via UPR (SCHIATTARELLA et al., 2019).

Assim, o aumento nos niveis cardiacos de iINOS esta associado a disfuncao da
via UPR e ao acumulo de proteinas ndo dobradas ou mal dobradas na matriz
extracelular (SCHIATTARELLA et al., 2019). Essa quebra na homeostase da via UPR
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esta associada a exacerbacao da inflamacao, eventualmente induzindo a disfuncéo e
morte celular (WANG et al., 2012). Desse modo, o aumento de iINOS no coragéo,
observada em individuos com ICFEp e em nosso estudo, contribui para a
fisiopatologia da ICFEp.

Além disso, a literatura mostra que o aumento da iINOS no coragédo esta
associado ao aumento da inflamagéo e do estresse nitrosativo na ICFEp, e que a
INOS desempenha um papel crucial no processo inflamatorio e na fisiopatologia da
ICFEp (SCHIATTARELLA et al., 2019).

Sendo assim, em conjunto, nossos resultados mostram que houve aumento da
PAS, gordura corporal, perfil lipidico e, também, de iINOS no coragdo dos ratos
tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica e que, a combinacdo desses insultos,
resultou em alteragdes estruturais e funcionais do coracédo, como hipertrofia cardiaca,
aumento de fibrose cardiaca, reducao da funcao diastélica do VE, mantendo a FEVE
preservada e reducao da tolerancia ao exercicio nos ratos.

No entanto, o tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica em ratos né&o foi
capaz de reproduzir caracteristicas importantes observadas na clinica, como a
congestao pulmonar, o aumento do peso corporal e o aumento de citocinas no
coragao e no plasma.

Assim, os resultados apresentados neste estudo demonstram que o modelo de
ICFEp em ratos, induzido pela combinacdo de L-NAME e dieta hiperlipidica,
reproduziu, pela primeira vez, grande parte das principais caracteristicas encontradas
em pacientes com ICFEp, auxiliando na busca por um modelo animal adequado para
pesquisa e ampliando as possibilidades de escolha da espécie a ser utilizada em

futuros estudos da ICFEp, atualmente restrita aos camundongos.

8. SUMARIO E CONCLUSAO

Os ratos submetidos ao tratamento com L-NAME, na dose de 20 mg/kg/dia por
quatro semanas, e dieta hiperlipidica, por cinco semanas, apresentaram FEVE
preservada, disfungao diastdlica, hipertrofia e fibrose cardiaca, aumento de gordura
corporal, de niveis plasmaticos de colesterol, da pressao arterial sistdlica, redu¢ao na
tolerancia a glicose e na tolerancia ao exercicio e aumento da expressao de iINOS no

coragao. Assim, o tratamento com L-NAME e dieta hiperlipidica em ratos reproduziu
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grande parte das caracteristicas observadas no modelo de ICFEp em camundongos,
também induzido por L-NAME e dieta hiperlipidica, e em pacientes com ICFEp.
Portanto, a partir dos resultados apresentados nesta pesquisa, conclui-se que
ratos tratados com L-NAME e dieta hiperlipidica desenvolveram ICFEp. Além disso,
este modelo de ICFEp em ratos, considerando suas limitagbes, podera ser utilizado
em futuros estudos que busquem investigar os mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos na ICFEp e novas terapias para o tratamento destes pacientes, assim,
contribuindo para novas abordagens terapéuticas direcionadas a aumentar a

qualidade de vida e reduzir as hospitaliza¢des e mortalidade de pacientes com ICFEp.
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