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RESUMO

Nascimento Carvalho B. Efeitos do treinamento fisico e da auséncia de hormonios
ovarianos em modelo murino de aterosclerose (ApoE-KO): repercussoes
cardiovasculares ¢ neuroimunes [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade

de Sao Paulo; 2024.

As doengas cardiovasculares persistem sendo a principal causa de morte no Brasil, sendo
a aterosclerose a principal precursora para a mortalidade cardiovascular. E bem
estabelecido que a menopausa provoca repercussdes deletérias ao sistema cardiovascular,
enquanto o treinamento fisico promove beneficios sistémicos em populagdes expostas.
Desta forma, foi avaliado neste estudo os efeitos do treinamento fisico e a influéncia da
privacdo dos hormoénios ovarianos, em parametros cardiovasculares, autonomicos,
inflamatoérios e de estresse oxidativo em um modelo genético de aterosclerose. Para isso,
66 camundongos fémeas knockout para Apoliproteina-E (ApoE-KO) foram subdivididos
em 6 grupos experimentais: Adultos jovens (J); Adultos na meia-idade (MA); Adultos na
meia-idade treinados (MAT); Ooforectomizados no 3° més de vida (OP);
Ooforectomizados no 6° més de vida (O); Ooforectomizados no 6° més de vida treinados
(OT). O grupo jovem foi acompanhado até o 6° més de vida e os demais grupos até o 15°
més de vida. O treinamento fisico foi realizado em intensidade moderada por 6 semanas.
Os grupos ooforectomizados foram submetidos a cirurgia de retirada bilateral dos ovarios.
Apos o término do protocolo, foi realizada ecocardiografia para avaliar morfometria e
fungdo cardiaca. Foi realizado registro direto da pressdo arterial apos a realizagdo do
procedimento de canulacdo. Na sequéncia, a sensibilidade barorreflexa foi avaliada
através de drogas vasoativas. A variabilidade da frequéncia cardiaca, a variabilidade de
pressao arterial sistolica e a sensibilidade barorreflexa espontanea foram avaliadas com
base no registro de pressao arterial. Foram avaliados mediadores inflamatorios no bago,
o percentual de coldgeno e o estresse oxidativo foram avaliados no coragdo. Os grupos
foram comparados através de trés capitulos: no capitulo 1 foi avaliado os efeitos do
treinamento fisico em fémeas ApoE-KO expostas ao processo de envelhecimento. Foi
demonstrado que o envelhecimento promoveu disfuncao diastolica cardiaca, maior
espessura da parede da aorta (aumento de 29%), sobrecarga hemodinamica (PAM:

aumento de 21%; FC: aumento de 24%) e disautonomia, maior perfil inflamatorio e



menor defesa antioxidante cardiaca (grupos J vs. MA). Por outro lado, o treinamento
fisico foi efetivo em mitigar os danos promovidos pelo processo de envelhecimento
(grupo MAT). No capitulo 2 foi comparado a influéncia da privagdo ovariana (9 vs. 12
meses). Os dois periodos de privacdao ovariana prejudicaram a morfometria cardidca e o
perfil inflamatério, no entanto, o grupo submetido a um maior periodo de auséncia de
horménios ovarianos apresentou piores desfechos na modulagdo autondmica
cardiovascular (BF/AF: aumento de 104%) e na defesa antioxidante cardiaca. No capitulo
3 avaliou-se os efeitos do treinamento fisico aerdbico em fémeas ApoE-KO
ooforectomizadas. O treinamento fisico promoveu uma maior sensibilidade barorreflexa,
um menor perfil inflamatoério (IL-6/IL-10, p=<0,01) e um menor dano oxidativo cardiaco
(TBARS, p=0,01). Portanto, ¢ possivel concluir que: o treinamento fisico ¢ efetivo para
promover beneficios sistémicos em camundongos fémeas expostas ao processo de
envelhecimento; a auséncia precoce dos hormoénios ovarianos induz prejuizos na
modulagdo autondmica cardiovascular e na defesa antioxidante cardiaca; o treinamento
fisico ¢ capaz de proporcionar beneficios na sensibilidade barorreflexa, reduzir o perfil
inflamatorio e atenuar o dano oxidativo cardiaco em fémeas com aterosclerose

ooforectomizadas.

Palavras-chave: Sistema cardiovascular. Exercicio aerdbico. Menopausa.

Disautonomia. Inflamagao. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Nascimento Carvalho B. Effects of exercise training and loss of ovarian hormones in a
murine model of atherosclerosis (ApoE-KO): cardiovascular and neuroimmune

repercussions [thesis]. "Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo"; 2024.

Cardiovascular diseases remain the leading cause of death in Brazil, with atherosclerosis
being the main precursor to cardiovascular mortality. It is well established that
menopause causes deleterious repercussions on the cardiovascular system, and exercise
training is an efficient strategy to promote systemic benefits in exposed populations.
Thus, this study evaluated the effects of physical training and the influence of ovarian
hormone deprivation, on cardiovascular, autonomic, inflammatory and oxidative stress
parameters in a genetic model of atherosclerosis. For this, 66 Apolipoprotein-E knockout
(ApoE-KO) mice were subdivided into 6 experimental groups: Young adults (J); Middle-
aged adults (MA); Trained middle-aged adults (MAT); Oophorectomized in the 3rd
month of life (OP); Oophorectomized in the 6th month of life (O); Ovariectomized at 6
months of age and trained (OT). The young group was followed up until 6 months of age
and the other groups were followed up until 15 months of age. The trained groups
underwent moderate-intensity physical training for 6 weeks. The ovariectomized groups
underwent bilateral ovarian removal surgery. After the end of the protocol, all groups
underwent echocardiography to assess morphometry and cardiac function. Direct blood
pressure recording was performed after the cannulation procedure. Next, baroreflex
sensitivity was assessed using vasoactive drugs. Heart rate variability, systolic blood
pressure variability and spontaneous baroreflex sensitivity were assessed based on blood
pressure recording. Inflammatory mediators in the spleen were evaluated. The percentage
of cardiac collagen and cardiac oxidative stress were assessed. The experimental groups
were compared through three chapters: in chapter 1, the effects of aerobic exercise
training in female ApoE-KO mice exposed to the aging process were evaluated. When
comparing the J vs. MA groups, it was demonstrated that aging promoted cardiac diastolic
dysfunction, greater aortic wall thickness (29% increase), hemodynamic overload (MAP:
21% increase; HR: 24% increase) and dysautonomia, higher inflammatory profile and
lower cardiac antioxidant defense. On the other hand, exercise training was effective in

mitigating the damage promoted by the aging process (MAT group). In chapter 2, the



influence of ovarian deprivation (9 vs. 12 months) in female ApoE-KO mice was
compared. The two periods of ovarian deprivation impaired cardiac morphometry and
promoted a greater inflammatory profile; however, the group subjected to a longer period
of absence of ovarian hormones presented worse outcomes in cardiovascular autonomic
modulation (BF/AF: 104% increase) and cardiac antioxidant defense. In chapter 3, the
effects of aerobic exercise training in female ApoE-KO mice subjected to ovarian
hormone deprivation were evaluated. In this chapter, it was demonstrated that exercise
training may promote greater baroreflex sensitivity, a lower inflammatory profile (IL-
6/IL-10, p=<0.01) and lower cardiac oxidative damage (TBARS, p=0.01). Therefore, it
is possible to conclude that: exercise training is effective in promoting systemic benefits
in female mice exposed to the aging process; the absence of ovarian hormones, when it
occurs early, induces losses in cardiovascular autonomic modulation and cardiac
antioxidant defense; exercise training may provide benefits in baroreflex sensitivity,
reducing the inflammatory profile and attenuating cardiac oxidative damage in

oophorectomized females with atherosclerosis.

Keywords: Cardiovascular system. Exercise. Menopause. Autonomic nervous system

diseases. Inflammation. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aterosclerose e risco cardiovascular

As doengas cardiovasculares sdo a principal causa de mortalidade a nivel mundial
12 Segundo levantamento da American Heart Association, 43.2% das mortes por doencas
cardiovasculares sdo atribuidas a doenga arterial coronariana e 3 % a doengas em outras
artérias 3. No Brasil, a aterosclerose é a principal responsavel pelo desenvolvimento de
eventos cardiacos 2. Pacientes que desenvolvem esta doenca sdo classificados como de
alto risco, pois a possibilidade de ocorréncia do primeiro ou de um novo evento cardiaco
dentro de 10 anos apos o diagnostico, é superior a 20% *.

A aterosclerose ¢ uma doenga inflamatoria cronica de origem multifatorial que
ocorre em resposta a agressao ao endotélio vascular, impactando as a¢des de artérias de
médio e grande calibre °. As lesdes aterosclerdticas podem ser originadas por fatores
genéticos no inicio na vida intrauterina °. O processo de desenvolvimento associado a
fatores modificaveis (como o tabagismo, padrdo alimentar ou sedentarismo) favorece a
progressdo da doenga 3%, Além disso, disfungdes como a dislipidemia, diabetes e
hipertensdo arterial apresentam potencial de influenciar a progressdo da doenca
aterosclerdtica através de impactos causados no endotélio vascular %3¢,

A doenga aterosclerotica ¢ induzida pele excesso de moléculas de colesterol na
corrente sanguinea (hipercolesterolemia) ’. A origem do processo de aterogénese ocorre
através do transporte de moléculas de colesterol por meio de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL-c) nas barreiras endoteliais de vasos de médio e grande calibre ’. Entre
a camada intima e¢ a camada média arterial as moléculas de LDL-c sdo oxidadas,
ocorrendo ocorre uma resposta de quimiotaxia a mondcitos, que, em um segundo

momento, resulta na formacdo de células espumosas preenchidas por lipideos ®. A
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progressao da doenga e a formagao de placas de ateroma ocorrem através da formacao
sustentada de células espumosas associadas a uma ag¢do ineficiente de eferecitose na
camada intima arterial .

As placas de ateroma sdo ricas em lipidios e possuem uma capa fibrosa fina que
apresenta capacidade de rompimento, causando trombose de vasos previamente
estreitados pelo processo aterosclerotico °. Essa disfuncio apresenta potencial de induzir
hipertensao arterial renovascular (estenose na artéria renal e ou de uma de suas
ramificagdes), promovendo isquemia do tecido renal *. A obstrucio de transporte
sanguineo induzido pelas placas de ateroma nas artérias pode provocar diretamente
eventos cardiovasculares, como o infarto agudo do miocérdio ou o acidente vascular

cerebral isquémico °.

1.2 Camundongos knockout para Apolipoproteina-E

Atualmente hd uma grande utilizagdo de camundongos em pesquisas de
experimentac¢do animal (59% dos estudos) '°, uma vez que esses animais possuem grande
potencial transgénico de interesse para o preenchimento de lacunas da literatura,
possibilitando a investigacdo de aspectos que niio seriam possiveis em seres humanos '°.
Experimentalmente, os modelos murinos adotados para compreensao das adaptacdes
relacionadas a aterosclerose sdo os camundongos knockout para Apolipoproteina E
(ApoE-KO) e camundongos knockout para o receptor LDL (LDLr-Ko), pois ambos
desenvolvem hipercolesterolemia ao longo do tempo °.

A Apoliproteina E ¢ um constituinte das lipoproteinas de muita baixa densidade
(VLDL), ¢ sintetizada no figado, possui alta afinidade com os receptores de LDL, sendo
importante na captura das lipoproteinas na corrente sanguinea ''. O modelo ApoE-KO foi

desenvolvido na década de 90 como o primeiro modelo murino de aterosclerose, através

de recombinacdo homologa com inativagdo do gene ApoE 2. Com aproximadamente 10
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semanas de vida, pequenas lesdes aterosclerdticas sdo identificadas nestes animais 6. Os
animais ApoE-KO possuem baixa capacidade de degradagdo das lipoproteinas, e por
consequéncia, possuem particulas nao-HDL mais densas no fluxo sanguineo que
favorecem o desenvolvimento de aterosclerose, sendo um modelo estabelecido para a
compreensio de modificagdes organicas provocadas pela doenga aterosclerotica 2.

Vale mencionar, que os camundongos ApoE-KO sao utilizados na literatura para
a compreensao de outras disfungdes. Enquanto modelo de dislipidemia, caracteriza-se
pelas grandes adaptagdes induzidas no perfil lipidico pela deplecdo do gene da
Apolipoproteina E !4, Enquanto modelo experimental da Doenga de Alzheimer, pela
producao modificada do peptideo beta-amiloide (indicador da Doenga de Alzheimer) em
animais ApoE-KO 5. No entanto, este projeto utiliza somente camundongos na vida
adulta (todos os grupos experimentais apresentam de 6 a 15 meses de vida) com placas
ateroscleroticas estabelecidas, sendo um modelo robusto para investigacdo de
aterosclerose.

Tendo em vista a auséncia de evidéncias sobre os aspectos hemodinamicos e
autonomicos em camundongos ApoE-KO e o grande risco cardiovascular em individuos
com aterosclerose, o enfoque do projeto ¢ investigar o equilibrio hemodindmico ¢ a
contribuicdo do sistema nervoso autonOmico nestes animais, frente a influéncia da
privacdo dos hormonios ovarianos (que ¢ reconhecidamente um fator de risco).
Adicionalmente, pretende-se observar os efeitos do treinamento fisico aerdbico nessas
condig¢des, tendo em vista que essa ¢ reconhecidamente uma conduta ndo-farmacolégica

que promove beneficios sist€émicos a populagdes expostas a diferentes fatores de risco.
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1.3 A influéncia da auséncia de hormoénios ovarianos e o risco adicional
na aterosclerose

A menopausa ¢ um evento natural que ocorre com o processo de envelhecimento,
sendo caracterizada pela ultima menstruacdo da mulher, com cessagdo permanente da
produgio dos hormodnios ovarianos !®!7. Cabe ainda ressaltar algumas adaptagdes que
ocorrem no organismo da mulher nesta fase na vida, como: prejuizos nas fungdes
endoteliais, aumento dos agentes oxidantes e maior ativacdo do sistema renina-
angiotensina '®. Essas alteragdes evidenciam a maior suscetibilidade desta populagio

feminina a uma série de disfungdes organicas '°.

Quando comparadas aos homens, as mulheres apresentam menor prevaléncia de
hipertensdo arterial 7. Contudo, ap6s o climatério, esta prevaléncia de hipertensdo se torna

semelhante entre os sexos 202!

. De fato, a privacdo ovariana ¢ capaz de ampliar a
vulnerabilidade das mulheres a uma série de prejuizos cardiovasculares, como maior
rigidez arterial, aumento pressdo arterial, prejuizos na funcdo miocardica, prejuizos

autondmicos e menor sensibilidade barorreflexa 2225, Dessa forma, sugere-se que os

hormdnios ovarianos dispdem de efeitos cardioprotetores sobre essas adaptagdes.

O curso temporal do desenvolvimento da aterosclerose em individuos jovens, em
artérias de diferentes calibres (aorta abdominal, aorta toracica e artéria coronariana
direita) é semelhante independentemente da raca e do sexo %¢. Entretanto, os prejuizos
decorrentes da doenga arterial coronariana sdo potencializados pela privagdo ovariana,
com aumento de 3 a 7 vezes no desenvolvimento de aterosclerose na pds-menopausa,
sendo a maior causa de morte nessa popula¢do °. De fato, nessa fase da vida as mulheres
possuem um perfil pro-aterogénico em decorréncia de aumento de colesterol total, LDL-

5,27-29

¢, homocisteina, PCR-us e IL-6 ¢ a redu¢ao do HDL-c , além de modifica¢des na
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composi¢do corporal, como: ganho ponderal, aumento do indice de massa corporal

(IMC), aumento da adiposidade total e abdominal, e redugio da massa muscular °.

Experimentalmente a utilizagdo da ooforectomia para mimetizar os efeitos
causados pela menopausa é comum *'32, A partir deste procedimento é possivel verificar
aumento nos valores de pressao arterial, desenvolvimento de rigidez arterial e redugdo na
sensibilidade barorreflexa 2**3. Adicionalmente, a privacio ovariana também contribui
para o aumento da modulagdo simpatica vascular e desbalanco simpatovagal, resultando
em aumento dos valores pressoricos e maiores riscos cardiovasculares **. Vale mencionar
sobre a relacdo entre a estimulacdo colinérgica e a producdo de citocinas anti-
inflamatoérias, que sugere que alteragdes autondmicas poderiam ocasionar desequilibrio

no perfil inflamatério 3°.

Outra questdo a considerar, ¢ a associacdo da menopausa com um estado
inflamatorio sistémico de baixo grau, manifestado por aumento dos niveis séricos de

citocinas pré-inflamatérias tais como IL-1, IL-6 ou TNF-o 3637,

Os processos
inflamatorios contribuem para o desenvolvimento da aterosclerose e estimulam os
mecanismos de rompimento das placas ateroscleroticas ***. De fato, existem indicadores

de que o aumento dos valores circulantes de mediadores inflamatdrios estd associado ao

progndstico de complicagdes relacionadas a doenga aterosclerdtica *°.

O estresse oxidativo se caracteriza pelo desbalango entre o excesso de espécies
reativas de oxigénio e os mecanismos de defesa antioxidante *°. A auséncia de hormonios
ovarianos promove o estresse oxidativo cardiaco em ratas controle *!, gerando redugio de
defesa antioxidante (catalase) e aumento de dano cardiaco (lipoperoxidagao da membrana
lipidica - TBARS). Os processos inflamatorios e o estresse oxidativo sdo mecanismos

que agem de forma interrelacionada, gerando um ciclo de retroalimentagdo que promove
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o avango das placas ateroscleroticas e a degradacio da matriz extracelular *°. Desta forma,
¢ importante investigar a contribuicdo destes importantes mecanismos em desfechos

cardiovasculares na aterosclerose.

Apesar da ooforectomia ser uma estratégia bem aceita na literatura cientifica para

mimetizar as adaptagdes induzidas pela menopausa 3!-3242

, este procedimento ainda foi
pouco explorado em animais ApoE-KO considerando desfechos cardiovasculares e
autonomicos. Desta forma, este estudo investigara as modificagdes promovidas pelo
processo de envelhecimento em murinos, baseando-se na relacdo demonstrada em

estudos anteriores na idade de humanos com a idade dos camundongos '%#.

Nesse sentido, ¢ importante ressaltar que, os animais atingem a maturidade (vida
adulta) entre 0 3° e 0 6° més de vida **. Entre 10 e 15 meses de vida, ndo sio detectaveis
biomarcadores de envelhecimento em camundongos, no entanto, até os 15 meses de vida
se encerram-se as fungdes reprodutivas em murinos (menopausa espontinea) '%*. O
periodo de senescéncia em camundongos compreende entre 18 e 24 meses, sendo que o
risco de mortalidade nestes animais € associado do processo de envelhecimento, portanto,

esta ameaga pode ser aumentada com associa¢io de outros fatores de risco *.

Desta forma, ¢ importante compreender os efeitos do envelhecimento, bem como
os impactos da privagdo ovariana induzida cirurgicamente no risco cardiovascular
atribuido pela aterosclerose, bem como os mecanismos que induzem estas adaptacdes em
camundongos fémeas ApoE-KO. Ademais, cabe salientar a escassez de evidéncias acerca
do controle autondmico cardiovascular neste modelo em fémeas, independentemente do

processo da privacao ovariana.
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1.4 Efeitos do treinamento fisico na aterosclerose e na menopausa
O exercicio fisico promove beneficios cardiovasculares, metabolicos e
autonomicos que tém influenciado pesquisadores a considera-lo como uma conduta nao-
farmacologica importante no tratamento de diferentes disfungdes cardiometabélicas 7.
Em contrapartida, o sedentarismo corrobora para o excesso de peso, aumento da
adiposidade central e para o desenvolvimento de doengas metabdlicas, duplicando o risco

do desenvolvimento de doenca arterial coronariana !7#4.

O treinamento fisico possui a capacidade de promover melhorias relacionadas a
modulacdo autonomica cardiovascular e a indugao de efeitos vasodilatadores sobre a
musculatura lisa da parede arterial. Estas adaptagdes, contribuem para manter os valores
da pressao arterial em pacientes normotensos e reduzir os valores de sujeitos hipertensos
5. Ha indicios de que o treinamento fisico promove beneficios na fungio endotelial, que
estao associados a redugdo do estresse oxidativo provocando melhorias na sensibilidade
barorreflexa em ratos Wistars . Além disso, o treinamento fisico aerébio em modelo
experimental de menopausa (ratas apds 8 semanas de privacdo ovariana) promoveu
reducdo ponderal, bradicardia de repouso, melhora na sensibilidade barorreflexa e
normalizacdo dos valores de pressao arterial (estavam elevados vs. controle, decorrentes

da privagio ovariana) *°.

A aterosclerose se desenvolve com o desequilibrio no perfil lipidico associado a
desbalanco no perfil inflamatério e, nesse contexto, ¢ importante a implementacao de
estratégias para promo¢do de um reequilibrio organico, que poderd proporcionar
estabilizacdo das placas aterosclerdticas e do contetdo lipidico, ja existente entre as
diferentes camadas dos vasos sanguineos ®. O treinamento fisico aerébico em intensidade

moderada (60-80% do VO> maximo), com um protocolo de grande duragdo (15/16
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semanas) ¢ eficaz em promover reducao da progressdo de aterosclerose associado a

beneficios na funcdo endotelial, estresse oxidativo e perfil inflamatorio #”.

Além disso, ha evidencias que o treinamento fisico executado regularmente (5
vezes por semana) ou ocasionalmente (1 ou 2 vezes por semanas) em intensidade
moderada por 8 semanas, ¢ capaz de evitar a progressao da aterosclerose e estabilizar as
placas aterosclerdticas em modelo experimental ApoE-KO 8. Outro estudo que realizou
treinamento fisico por 6 semanas com frequéncia de 5 dias em intensidade moderada,
demonstrou que a eficacia em relacdo a estabilizacdo da doenga ¢ independente de

modificagdes no perfil lipidico '°.

Apesar das evidéncias cientificas robustas acerca dos beneficios sistémicos
induzidos pelo treinamento fisico aerdbico no controle da progressao da aterosclerose em
animais ApoE-KO e dos beneficios do treinamento fisico aerdbico no sistema
cardiovascular em diferentes modelos experimentais de menopausa, ainda ndo ha
evidéncias conclusivas em relagdo aos efeitos cardioprotetores do treinamento fisico no
controle hemodindmico, na modulacdo autondmica cardiovascular e na sensibilidade

barorreflexa em animais fémeas ApoE-KO .

Desta forma, este projeto também visa investigar o papel do treinamento fisico no
risco cardiovascular e no controle autondmico cardiovascular em animais com
aterosclerose expostas ao processo de envelhecimento. E em segundo momento,
investigar os efeitos protetores do treinamento fisico na associagao da aterosclerose com
a privacdo ovariana induzida cirurgicamente. Diante do contetido exposto acima, o

presente projeto dispoe de trés hipoteses de pesquisa:
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1. O treinamento fisico por meio de seus beneficios sistémicos ¢ capaz de
promover beneficios cardiovasculares, melhorar o controle autondmico cardiovascular,
atenuar a inflamacao e o estresse oxidativo em camundongos fémeas com aterosclerose
expostas ao envelhecimento; 2. A auséncia dos hormoénios ovarianos realizada
cirurgicamente (privagao ovariana), potencializa os prejuizos sistémicos induzidos pela
aterosclerose; 3. O treinamento fisico ¢ capaz de reduzir os prejuizos cardiovasculares

fomentados pela privacao ovariana em camundongos fémeas com aterosclerose.



23

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerdbico, bem como a influéncia da
privagdo dos hormoénios ovarianos, em pardmetros cardiovasculares, autondomicos,
inflamatorios e de estresse oxidativo em um modelo genético de aterosclerose (ApoE-

KO).

2.2 Objetivos especificos

> Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerobio em desfechos
cardiovasculares, autonomicos, inflamatorios e de estresse oxidativo em camundongos
fémeas ApoE-KO expostas ao processo de envelhecimento.

> Comparar a influéncia da privagao ovariana (9 vs. 12 meses) em desfechos
cardiovasculares, autonomicos, inflamatorios e de estresse oxidativo em camundongos
fémeas ApoE-KO.

> Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerobico em desfechos
cardiovasculares, autonomicos, inflamatorios e de estresse oxidativo em camundongos

fémeas ApoE-KO submetidas a privagao ovariana dos hormonios ovarianos.
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3  METODOS

Este projeto foi aprovado pela Comissio Cientifica do InCor e do Comité de Etica
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo pelo

parecer 1297/2019 (Anexo 1).

3.1 Amostra

Foram utilizados 66 camundongos fémeas Knockout para a Apolipoproteina-E
(ApoE-KO) (n=11 por grupo). Os animais foram provenientes do Laboratério de Lipides
(LIM-10) do Hospital das Clinicas HCFMUSP, da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo. Os animais foram mantidos no Biotério da Divisdo
Experimental do InCor, em caixas plasticas com no maximo 5 animais por gaiola, em
ambiente com temperatura controlada (22° - 24°C) e com luz controlada, em ciclo de 12

horas (claro/escuro) e alimentados com agua e racao padrao “ad libitum”.
Os animais foram subdivididos igualitariamente em 6 grupos experimentais:

» Grupo adultas Jovens (J), camundongos fémeas ApoE-KO com 6 meses de
vida;

» Grupo adultas na meia-idade (MA), camundongos fémeas ApoE-KO com 15
meses de vida;

» Grupo adultas na meia-idade treinadas (MAT), camundongos fémeas ApoE-
KO com 15 meses de vida, submetidas ao treinamento fisico aerobico nas
ultimas 6 semanas de protocolo;

» Grupo ooforectomizadas (O), camundongos fémeas ApoE-KO com 15 meses

de vida ooforectomizadas no 6° més de vida;
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» Grupo ooforectomizadas treinadas (OT), camundongos fémeas ApoE-KO com
15 meses de vida ooforectomizadas no 6° més de vida, submetidas ao
treinamento fisico aerdbico nas tltimas 6 semanas de protocolo;

» Grupo ooforectomizadas (OP), camundongos fémeas ApoE-KO com 15 meses

de vida ooforectomizadas no 3° més de vida;

Para atender os trés objetivos especificos os 6 grupos experimentais foram

comparados em 3 capitulos conforme estd descrito na secao resultados e discussao.

3.2 Desfechos

Foram avaliados os seguintes desfechos:

> Avaliacdo das modificagdes na capacidade fisica (capacidade maxima de
corrida);
> Verificagdo de adaptagdes na morfometria e fungdo cardiaca (por

ecocardiografia): massa do ventriculo esquerdo, septo intraventricular diastélico,
diametro diastolico do ventriculo esquerdo, espessura da parede do ventriculo esquerdo,
didmetro do atrio esquerdo, débito cardiaco, tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV), volume sistélico e diastdlico do ventriculo esquerdo, relagdes entre ondas E’, A’,
E, A;

> Verificagdo das modificagdes na espessura da aorta (marcador da
progressdo de aterosclerose);

> Avaliacdo das modifica¢des em varidveis hemodinamicas: pressao arterial

sistolica (PAS) diastdlica (PAD) e média (PAM), e frequéncia cardiaca (FC);
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> Avaliagao de modulacdo autondmica cardiovascular (variabilidade da
frequéncia cardiaca e variabilidade da pressao arterial sistolica, no dominio do tempo e
da frequéncia);

> Avaliagao da sensibilidade barorreflexa espontanea (indice alfa e método
da sequéncia)); avaliagdo da capacidade adaptativa dos barorreceptores apds uso de
drogas vasoativas (resposta bradicardica reflexa e reposta taquicardica reflexa);

> Avaliagao de coldgeno cardiaco

> Avaliagdo de mediadores inflamatorios no bago: citocinas pro-
inflamatoérias (TNF-a, IL-6) e anti-inflamatoria (IL-10);

> Avaliagao do estresse oxidativo cardiaco: enzimas antioxidantes, pro-

oxidantes e dano oxidativo;



27

3.3 Procedimentos Experimentais

3.3.1  Ooforectomia

Quando os animais atingiram a idade designada no delinecamento experimental
dos protocolos do 2° e 3° capitulo (3 ou 6 meses de vida), estes foram anestesiados
(mistura de 0,5%-2% de isoflurano e 98% de Oz a um fluxo de 1,5L/min) e colocados em
decubito dorsal, onde foi realizada uma pequena incisao (1 cm) em paralelo com a linha
do corpo na pele e na musculatura no tergo inferior na regido abdominal. Os ovarios foram
localizados e foi realizada a ligadura dos ovidutos, incluindo os vasos sanguineos. Os
ovidutos foram seccionados e os ovarios removidos. A musculatura e a pele foram
suturadas e apos o término da cirurgia, o analgésico (tramadol, 30 mg/Kg) foi
administrado de 12 em 12 horas por 2 dias, e o anti-inflamatorio (Meloxicam 0,2% de

uso veterinario, dose de 2mg/kg) foi administrado em dose tnica *°.

3.3.2 Treinamento fisico aerébico
Adaptacao: Todos os animais foram submetidos a um periodo de adaptagao por

4 dias na esteira, caminhando a 0,3km/h durante 10 minutos por dia °°. Teste maximo: A

prescricao do treinamento fisico foi realizada com base no desempenho no teste de
capacidade méxima de corrida em esteira. Os testes maximos foram iniciados na
intensidade de 0,3 km/h por 3 minutos, com incrementos de sobrecarga em 0,3 km/h a

cada 3 minutos até o animal atingir a exaustio >*°!

. Prescricio: Apos a realizagdao do
teste maximo, os grupos submetidos ao treinamento fisico foram submetidos a um
protocolo em esteira ergométrica com velocidade e carga progressivas durante 6 semanas,
durante 5 dias por semana, por 1 hora ao dia, com intensidade entre 60% e 70% da
velocidade maxima de corrida 2. Ao final da 3* semana, foi realizado um novo teste de

esforco maximo (intermediario) para reajuste da intensidade do treinamento fisico em

virtude do novo nivel de condicionamento fisico °.
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3.3.3 Avaliac¢oes ecocardiograficas

O exame ecocardiografico foi realizado com os animais anestesiados (mistura de
0,5%-2% de isoflurano e 98% de Oz a um fluxo de 1,5L/min). Foi utilizado o equipamento
Vevo 2100 (FujiFilm VisualSonics Inc., Toronto, Ontario, Canadd) e transdutor linear
de 13 MHz. A partir da visualizacdo do ventriculo esquerdo (corte transversal) ao nivel
dos musculos papilares foram realizadas as seguintes medigdes: didmetro diastdlico
(DDVE) e sistolico (DSVE) do ventriculo esquerdo e a espessura do septo interventricular
(SIV) e da parede posterior do ventriculo esquerdo (PP) em sistole e diastole. Apos a
realiza¢dao das medidas foi calculada a massa do ventriculo esquerdo segundo orientacao
da Sociedade Americana de Ecocardiografia, que estima a massa do ventriculo esquerdo
através da utilizacao da seguinte formula matematica:

LVM = [(DDVE+SIV+PP)3-(DDVE)3]x1,047

O valor de 1,047 (mg/mm3) corresponde a densidade do miocardio. Além da
massa do ventriculo esquerdo foi calculada a for¢a de encurtamento do ventriculo

esquerdo

(DDVE-DSV )

D% =
DDVE

1x100

Os valores absolutos da massa do ventriculo esquerdo foram normalizados pelo
peso corporal. As imagens obtidas através do Doppler foram utilizadas para calcular os
parametros da fun¢do diastdlica do ventriculo esquerdo. Foram medidos os picos de
velocidade da onda E, os picos de velocidade da onda A, o tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) e o tempo de desaceleracdo. Além disso realizamos a razao entre

a onda E/onda A.

Adicionalmente, durante a ecocardiografia foram realizadas medidas em duplicata

da espessura da aorta: ((didmetro externo da aorta — didmetro interno da aorta) /2).
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Figura 1. Medida da espessura da aorta.

3.3.4 Canulacao

Ao final do protocolo, os animais foram anestesiados (mistura de 0,5%-2% de
isoflurano e 98% de Oz a um fluxo de 1,5L/min) e colocados em decubito dorsal. Foi
realizada uma pequena incisdo no pescoco por onde foram implantados cateteres de
polietileno (canulas; tygon P50) preenchidos com soro fisioldgico. Essas canulas foram
posicionadas no interior da artéria carétida e da veia jugular para registro de pressao
arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC) e administra¢ao de drogas, respectivamente. Apos
a correta e firme implantacdo das canulas na artéria carétida e veia jugular, estas foram
exteriorizadas no dorso do animal na regido cervical e fixadas com fio de algodao na pele
4649,51.33.54 " Cada animal foi mantido em uma caixa individual padrio durante a realizagio

das avaliagcdes hemodinamicas sist€émicas que iniciaram 24h apds a canulagao.
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3.3.5 Registro de pressao arterial

Com o animal acordado, a canula arterial foi conectada a uma extensdo de 20 cm,
permitindo livre movimentacdo do animal pela caixa, durante todo o periodo do
experimento. Esta extensdo foi conectada a um transdutor eletromagnético de pressao
(Kent Instruments) que, por sua vez, foi conectado a um pré-amplificador (Stemtech).
Sinais de pressdo arterial foram gravados durante um periodo de 30 minutos em um
microcomputador equipado com um sistema de aquisicdo de dados (WINDAQ),
permitindo analise dos pulsos de pressao, batimento-a-batimento, com uma frequéncia de
amostragem de 4KHz por canal para estudo dos valores pressoricos e de frequéncia

cardiaca ',

3.3.6 Avaliacio da sensibilidade barorreflexa através de variacoes
hemodinamicas induzidas por drogas vasoativas.

Apos o registro pressorico, uma extensdo de aproximadamente 20 cm (P10) foi
conectada na canula venosa para injecdo de drogas vasoativas. Com os animais em
condi¢cdes de repouso, a sensibilidade barorreflexa foi testada através da infusdo (bolus)
de doses crescentes de fenilefrina (100ng/mL, 150ng/mL) e nitroprussiato de sodio
(100ng/mL, 150ng/mL). As drogas foram injetadas randomicamente entre os animais.

Fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) ¢ um potente
estimulador al cuja acdo predominante se d& nas arteriolas periféricas causando
vasoconstricdo, este farmaco induz aumento dos valores pressoricos, seguido de uma

resposta bradicardica reflexa comandada pelos pressorreceptores.

Nitroprussiato de sédio (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) ¢ um
potente vasodilatador tanto de arteriolas como de veias, cuja a¢ao se dd por meio da

ativacdo da guanilato ciclase e aumento da sintese de 3’, 5’- guanosina monofosfato
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(GMP ciclico) na musculatura lisa de vasos e outros tecidos, esse farmaco induz redugao
dos valores pressoricos, seguido por uma resposta taquicardica reflexa comandada pelos

pressorreceptores.

3.3.7 Avaliacao da sensibilidade barorreflexa espontanea.

A andlise do barorreflexo espontaneo foi realizada pelo método da sequéncia,
utilizando o software Cardioseries (V2.7). O método da sequéncia se baseia na
indentificagdo da ocorréncia expontadnea de sequéncia de trés ou mais batimentos
cardiacos consecutivos, na qual existe aumento progressivo dos valores de pressao arterial
sistolica (PAS) acompanhando de um prolongamento do intervalo de pulso (IP) (BRR
up: rampas barorreflexas em subida), ou uma diminui¢do progressiva da PAS
acompanhada de reducio do IP (BRR down: rampas barorreflexas em descida) %7

Em relagdo a todas as sequéncias ¢ aplicada uma regressao linear, ¢ uma média
dos valores obtidos em todas as sequéncias através da razdo entre o IP e a PAS
(ms/mmHg). Esse valor representa as medidas de ganho de sensibilidade barorreflexa
expontanea >3, Além disso, também sdo apresenados os valores do indice de eficiéncia
barorreflexa (IEB) %7 célculado através da razio entre o numero de rampas

barorreflexas em relacdo ao nimero de rampas da pressdo arterial sistolica.

3.3.8 Avalia¢cao da modulacio autonomica cardiovascular.
A partir do registro basal dos animais acordados, foi possivel utilizar a ferramenta
de andlise tempo-frequéncia da variabilidade da frequéncia cardiaca (FC) e da pressdo

arterial sistolica (PAS) através do software Cardioseries (V2.7).
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A variabiliade da frequéncia cardiaca foi mensurada por meio do registro do sinal
pulsatil da pressao arterial, sendo o intervalo de pulso caracterizado pelo intervalo entre

os picos sistolicos °°. Intervalo de pulso no dominio do tempo: Foram obtidos os valores

médios do intervalo de pulso sendo a sua variabilidade quantificada pelo calculo da média
dos desvios padroes (DP-IP) e variancia do intervalo de pulso (VAR-IP) (VAR-IP = DP-
IP?). Além disso, foi obtido o pardmetro RMSSD (raiz quadrada da média do quadrado
das diferencas entre os intervalos das ondas R-R normais adjacentes), que € um indicador
de modulagao parassimpatica cardiaca.

Intervalo de pulso no dominio da frequéncia (analise spectral): A analise no

dominio da frequéncia consistiu na decomposi¢do do sinal em um histograma pela
Transformada Répida de Fourier. Apds esse remodelamento matematico, foram obtidas
as poténcias absolutas (abs), da Banda de Muito Baixa Frequéncia do Intervalo de Pulso
(MBF-IP: 0.00 — 0.4 Hz), Banda de Baixa Frequéncia do Intervalo de Pulso (BF-IP: 0,4-
1,50 Hz), e Banda de Alta Frequéncia do Intervalo de Pulso (AF-IP: 1,5-5,0Hz) °%%°. Foi
realizado o céalculo da razao entre: banda de baixa frequéncia do intervalo de pulso/banda
de alta frequéncia do intervalo de pulso (BF-IP abs/AF-IP abs), que fornece um indicador
de balanco simpatovagal >%. Também foi calculada a Poténcia Total (soma dos valores
absolutos de todas as bandas (MBF-IP abs + BF-IP abs + AF-IP abs)), indicador absoluto
de modula¢ao autonomica cardiaca.

Além dos valores absolutos, as bandas de baixa e alta frequéncia do intervalo de
pulso (BF-IP e AF-IP) também foram geradas em unidade normalizada (u.n). Para este
calculo sao desconsiderados os valores da banda de muito baixa frequéncia em relagao
aos valores de poténcia absoluta:

BF-IP u.n = BF-IP abs/ (Poténcia total - MBF abs) X 100.

AF-IP u.n = AF-IP abs/ (Poténcia total — MBF abs) X 100.
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Variabilidade da PAS no _dominio do tempo: Apds a obtengdo dos valores

médios da pressdo arterial sistolica foram calculados os desvios padrdes da pressao
arterial sistolica (DP-PAS) e variancia da pressao arterial sistolica (VAR-PAS) (VAR-

PAS = DP-PAS?). Variabilidade da PAS no dominio da frequéncia: Realizada através

da Transformada Rapida de Fourier, onde foi obtido a banda de baixa frequéncia da
pressdo arterial sistélica (BF-PAS: 0,4-1,50Hz) °%*. Todos os parametros obtidos na
variabilidade da pressdo arterial sistdlica sdo indicadores de modulacdo simpatica

vascular. Analise da sensibilidade barorreflexa através do indice alfa: A partir dos

dados obtidos na analise de modulagdao autondmica cardiovascular no dominio da
frequéncia foi realizado o célculo do indice alfa, um importante indicador de sensibilidade
barorreflexa em estado basal. O indice alfa foi calculado a partir da raiz quadrada da razao

entre os valores absolutos de BF-IP/BF-PAS 4!

3.3.9 Preparacio de Tecidos

Ao término do protocolo, os animais foram anestesiados (isoflurano), o sangue foi
coletado através da canula arterial para a separagdao do plasma, acondicionado em tubo
ependorf e congelado em freezer -80°C. Em seguida, foi realizada a eutandasia, e os
seguintes 0rgaos foram retirados para analise: coragao, baco, tecido adiposo (mesentérico,
retroperitoneal, subcutaneo e ovariano); musculos (s6leo e gastrocnémico). Com excegao
dos coragdes (4 por grupo) que foram direcionados a histologia, os tecidos coletados
foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C. As carcacas
foram colocadas em sacos especificos para lixo biologico e mantidas em refrigerador para

posteriormente serem incineradas pela empresa responsavel.
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3.3.10 Histologia do Coracao

As amostras de tecido cardiaco de todos os grupos estudados foram fixadas em
formalina por 24 horas. A seguir, foram seguidos os procedimentos de rotina para
desidratagdo, diafanizacdo e inclusdo do tecido cardiaco em parafina. Usando-se o
microtdmo, foram obtidos cortes histolégicos de 4um de espessura apoiados sobre
laminas de vidro.

Para o estudo do colageno fibrilar, os cortes histoloégicos foram desparafinados,
hidratados e corados durante uma hora em uma solugdo 0,1% de Sirius Red (Sirius Red
F 3 B 200, Mobay Chemical Co. Union, New Jersey, EUA) em solucdo saturada aquosa
de acido picrico. Os cortes foram rapidamente lavados em agua corrente e contracorados
com hematoxilina de Harris por 5 minutos. Com a coloragao pelo Picrossirius foi possivel
a identificacdo do colageno fibrilar que adquire uma intensa coloragdo vermelha quando
analisado sob luz convencional.

Os cortes histologicos corados com Picrossirius foram "escaneados" pelo sistema
Scancope (Aperio Technologies Inc., Vista, CA, USA) e a avalicdo morfométrica das
areas teciduais ocupadas pelo colageno foram quantificadas com auxilio do programa de

andlise de image J .

Figura 2. Lamina histolégica de coloragdo do coldgeno cardiaco.
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3.3.11 Inflamacao no baco

O bago foi colocado em 1,0mL de tampao especifico para extratos totais, com a
seguinte composi¢do: Trizma base 100mM pH 7.5, EDTA 10mM, SDS 10%, fluoreto de
sodio 100mM, pirofosfato de sédio 10mM, ortovanadato de sddio 10mM. As proteinas
totais foram dosadas pelo método de Bradford e as citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a foram
dosadas utilizando kits comerciais Ready-SET-Go!®, através do método enzyme-linked
immunoabsorbent assay (ELISA) de captura *°.

As dosagens de interleucinas ¢ o TNF-a foram realizadas em microplacas (96
pocos) sensibilizadas com o anticorpo para a proteina de interesse, aderido a parede dos
pocos da placa por um substrato imuno absorvente. Foi feito o bloqueio prévio de ligacdes
inespecificas e posterior incubagdo das amostras experimentais, contendo a proteina
(antigeno) a ser dosada. Foi feita a incubacdo com anticorpo ligado a enzima marcada
com peroxidase, e posterior reacdo com cromdgeno. Na mesma placa, foi feita a curva-
padrao, que foi usada para o célculo da quantidade de proteina por pogo. A absorbancia
foi medida em aparelho leitor de ELISA. Foram wusados kits especificos para
camundongos (RayBiotech). O ensaio para dosagem usou as concentracdes na curva

padrao especificas para cada substancia.

3.3.12 Estresse oxidativo cardiaco e nitrito plasmatico

Biodisponibilidade de éxido nitrico: o nitrito plasmatico (NO ™ 2) foi analisado

pelo reagente Griess e a concentragao de nitritos plasmaticos refletiu a biodisponibilidade
de 6xido nitrico (NO) 6162,

Espécies pro-oxidantes: A concentracao de peroxido de hidrogénio foi avaliada

com base na oxidacao do vermelho de fenol mediada pela peroxidase de rabano silvestre
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(HRPO) pelo H20; '. A atividade da enzima NADPH oxidase foi determinada pela
produgio de superoxido em leitor de placas .

Defesa antioxidante: A quantificagdo da atividade da superéxido disumatase

(SOD) baseou-se na inibi¢do da reacao entre O2° — e pirogalol e a atividade da catalase
(CAT) foi determinada medindo a diminui¢do da absorbancia de HO2 a 240 nm ®!. A
capacidade antioxidante ndo enzimatica foi determinada através da analise sobre a
atuagdo da Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) .

Dano_oxidativo: A peroxidagdo da membrana lipidica foi avaliada por

substancias reativas ao tiobarbiturico (TBARS) e a oxidagao proteica foi determinada

pela técnica de carbonilas °!.
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3.3.13 Analise Estatistica

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prisma (versao 8.0). A
média aritmética e o erro padrao da média (EPM) foram calculados para todas as variaveis
estudadas. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade dos
resultados. A comparagdo entre os grupos experimentais foi realizada nos respectivos
capitulos através de andlise de variancia de um fator (ANOV A one-way) ou dois fatores
(ANOVA one-way), seguido de pos-teste de Tukey. Além disso, foi testada a associagcdo
entre as varidveis através do teste de Correlagao de Pearson. O nivel de significancia

utilizado em todas as analises foi de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

CAPITULO 1

O primeiro capitulo apresenta os efeitos do processo de envelhecimento em
desfechos cardiovasculares, autondmicos, inflamatérios e de estresse oxidativo em
camundongos fémeas ApoE-KO expostas ao processo de envelhecimento, bem como os

efeitos do treinamento fisico neste contexto. Os dados deste capitulo ja foram publicados

64

4.1 Delineamento experimental do capitulo 1
Foram utilizados 3 grupos experimentais: camundongos adultas jovens (J), fémeas
ApoE-KO com 6 meses de vida; camundongos adultas na meia-idade (MA), fémeas
ApoE-KO com 15 meses de vida; camundongos adultas na meia-idade treinadas (MAT),
fémeas ApoE-KO com 15 meses de vida submetidas ao treinamento fisico nas Gltimas 6

semanas de protocolo. Na figura 3 o delineamento experimental ¢ apresentado.

0 6 meses

Grupo jovem (J)

C - P Grupo meia-idade
ﬂ (MA)

— - ~ Grupo meia-idade
ﬁ treinado (MAT)
Treinamento
Fisico

Figura 3. Delineamento experimental do capitulo 1.
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O grupo experimental jovem foi acompanhado até o 6° més de vida por ser um
periodo em que os camundongos estdo fisiologicamente estabelecidos no inicio da vida
adulta 43, Portanto foi o grupo controle para o processo de envelhecimento. Os grupos
meia-idade, foram acompanhados até o 15° més de vida, por ser 0 momento em que a
literatura aponta estar estabelecida a senescéncia reprodutiva em camundongos %%, O
treinamento aerdbico foi prescrito nas ultimas 6 semanas de protocolo por haver
evidéncias prévias de ser um periodo efetivo para atenuar os efeitos deletérios da

aterosclerose nas artérias >,
4.2  Resultados do capitulo 1

A figura 4 apresenta os resultados do teste de capacidade maxima de corrida. No
painel A ¢ apresentado o teste inicial, que foi realizado antes do inicio do treinamento
fisico (13 meses e 2 semanas) e no painel B ¢ apresentado o teste final, que foi realizado

apo6s o periodo do treinamento fisico (15 meses nos grupos meia-idade).

Conforme o esperado, os grupos na meia-idade apresentaram uma menor
capacidade de corrida em relagao ao grupo jovem no teste inicial (MAT e MA vs. J). No
entanto, no teste final o grupo meia-idade treinado apresentou capacidade de corrida
equivalente ao grupo jovem e superior ao do grupo meia-idade nao treinado (MAT vs.

MA).
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Capacidade maxima de corrida Capacidade maxima de corrida
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Teste inicial Teste final

Figura 4: A) Teste inicial da capacidade maxima de corrida; A) Teste final da capacidade
maxima de corrida. Grupos: Adultas jovens (J); Adultas na meia-idade (MA); Adultas
na meia-idade treinadas (MAT). #p< 0,05 vs. J. &p< 0,05 vs. MA.

A figura 5 apresenta os dados da massa do ventriculo esquerdo cardiaco (painel
A) e a espessura da parede da aorta (painel B). Nao foram identificadas modifica¢des na
massa do ventriculo esquerdo, no entanto, o grupo meia-idade apresentou maior espessura
da parede da aorta em relacao ao grupo jovem (MA vs. J) e o grupo meia-idade treinado
apresentou dados equivalentes ao do grupo jovem. Adicionalmente, nao foram

identificadas modifica¢Oes nas demais analises morfométricas cardiacas.

Massa do ventriculo esquerdo Espessura da parede da aorta
150 p=0,65 0.4+ p= 0,01
#
0.3-
100- i .o
[} [ J
=) £ °
9 0.2
& o £ *
50 ° S
0.1-
0 T T T 0.0 T T
J MA MAT MA MAT

Figura 5: A) Massa do ventriculo esquerdo; B) Espessura da parede da aorta. Grupos:
Adultas jovens (J); Adultas na meia-idade (MA); Adultas na meia-idade treinadas (MAT).

#p< 0,05 vs. J.
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A Figura 6 apresenta os indicadores de fungdo sistolica cardiaca. Nao foram
identificadas modificacdes na fracdo de ejecdo (painel A), no volume sistdlico do

ventriculo esquerdo (painel B), bem como no débito cardiaco (painel C).

Fracio de ejecao Volume sistélico
80— p= 0,78 801 pP= 0,97
..
60 oo 60— . °
°_® °
= [ ] ..
32 404 ° o oo 3 40
O _L ] °
[ ]
20 20— A
[ ]
0 T T T 0 T T T
J MA MAT J MA MAT
Débito cardiaco
30000 p=0,27
[ ]
20000+
£ N * °
£
= o
£
10000+ ®e °
0 1 1 1
J MA MAT

Figura 6: Parametros de fungao sistolica cardiaca. A) Fragdo de ejecao do ventriculo
esquerdo; B) Volume sistdlico do ventriculo esquerdo; C) Débito cardiaco. Grupos:
Adultas jovens (J); Adultas na meia-idade (MA); Adultas na meia-idade treinadas (MAT).

A Figura 7 apresenta os indicadores de fungdo diastolica cardiaca,
respectivamente, razdo da Onda E’/Onda A’ (painel A), razdo da Onda E/Onda A (painel
B), razdo da Onda E/Onda E’ (painel C), tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV —

painel D) e volume diastolico (painel E). O grupo meia-idade apresentou uma menor
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razdo Onda E’/Onda A’ em relacdo ao grupo jovem (MA vs. J). Adicionalmente, ndo

foram identificadas modificagdes nos demais parametros.

E'/A’ E/A
5 p= 0,01 5. pP= 0,06
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Figura 7: Parametros de funcdo diastdlica cardiaca. A) Razdo Onda E’/Onda A’; B)
Razao Onda E/Onda A; C) Razdao Onda E/ Onda E’; D) Tempo de relaxamento
isovolumétrico; E) Volume diastélico do ventriculo esquerdo. Grupos: Adultas Jovens
(J), Adultas na meia-idade (MA), Adultas na meia-idade treinadas (MAT). #p< 0,05 vs.
J.



43

A figura 8 apresenta os parametros hemodinamicos, respectivamente, pressao
arterial diastolica (A), pressdo arterial sistolica (B), pressdo arterial média (C) e
frequéncia cardiaca (D). O grupo meia-idade apresentou maiores valores de pressdo
arterial e frequéncia cardiaca em relagdo ao grupo jovem (MA vs. J). Em contrapartida, o

grupo treinado (MAT) apresentou dados equivalente aos do grupo jovem.

Presséao arterial diastdlica Pressao arterial sistolica
200- p=0,01 300- p=<0,01
# #
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o ® o 2007 °
T I
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£ £
100+
50
0 1 1 1 0 1 1 1
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Pressao arterial média Frequéncia cardiaca
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Figura 8. Parametros hemodinamicos. A) Pressdo arterial diastolica; B). Pressao arterial
sistolica; C) Pressdo arterial média; D) Frequéncia cardiaca. Grupos: Adultas jovens (J),
Adultas na meia-idade (MA), Adultas na meia-idade treinadas (MAT). #p< 0,05 vs. J.

bpm

mmHg
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A figura 9 apresenta os resultados de andlise da sensibilidade barorreflexa. Os
painéis A e B apresentam indicadores de sensibilidade barorreflexa espontanea,
respectivamente, o indice-a e o indice de eficiéncia barorreflexa. Os painéis C e D
apresentam a capacidade dos barorreceptores corrigirem 0s niveis pressoricos apos a
administragdo de drogas vasoativas, respectivamente, a resposta bradicardica reflexa (C)

e resposta taquicardica reflexa (D).

O grupo meia-idade apresentou uma menor sensibilidade barorreflexa em relagao
ao grupo jovem. Foram observados valores inferiores de indice-a, indice de eficiéncia
barorreflexa e resposta taquicardica reflexa em relagdo ao grupo jovem. O treinamento
fisico atenuou o efeito do processo de envelhecimento, considerando que o grupo meia-
idade apresentou sensibilidade barorreflexa equivalente ao do grupo jovem em todos os

parametros.



45

A indice-a B indice de eficiéncia barorreflexa
4- p=0,04 0 0.4- p=0,02
s
£
» 31 £ 0.3
< 0
a o* < .
5 24 o 2 0.2
= [ J (7]
3 # 2 #
[ Y [ ]
— 14 |$| £ 0.1- ¥
° ° ° x [ °
(] ['4 [ ]
[ ] I. g q
0 T T T @ 0.0 T aas T
J MA MAT J MA MAT
C Bradicardia reflexa D Taquicardia reflexa
0 15+ p=<0,01
° | [ ]
[ ]
£ ° £ 10
=97 7 [ ]
~ [ ] ~
g. 10 * g. 5- °$- #
o’ o ° e q®
0,17 y Iﬁ_ﬂ |‘ ; |
p=0, °
15 1 1 1 0 1 1 1
J MA MAT J MA MAT

Figura 9. Indices de sensibilidade barorreflexa. A) Indice-a; B) Indice de Eficiéncia
barorreflexa para rampas totais; C) Resposta Bradicardica Reflexa. D) Resposta
Taquicardica Reflexa. Grupos: Adultas jovens (J), Adultas na meia-idade (MA), Adultas
na meia-idade treinadas (MAT). #p< 0,05 vs. J.

Na figura 10 sdo apresentados os parametros da andlise da variabilidade da
frequéncia cardiaca no dominio do tempo e no dominio da frequéncia, respectivamente,
RMSSD (painel A), VAR-IP (painel B), BF-IP (painel C), AF-IP (painel D) e Poténcia

total (painel E).

Os grupos meia-idade apresentaram valores inferiores de RMSSD e AF-IP em
relacdo ao grupo jovem (MA e MAT vs. J). Adicionalmente, o grupo meia-idade
apresentou uma menor modulagdo autondmica cardiaca (VAR-IP e Poténcia total) e

banda BF-IP em relagdo ao grupo jovem (MA vs. J).
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O treinamento fisico parece atenuar a o efeito do processo de envelhecimento na
modulag¢do autondmica cardiaca, tendo em vista que o grupo treinado ndo apresentou
modificacdes em relagdo ao jovem. Adicionalmente, o grupo MAT apresentou maior

variancia do intervalo de pulso em relagdo ao grupo MA.
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Figura 10: Parametros de variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e
dominio da frequéncia. A) RMSSD (raiz quadrada da média do quadrado das diferencas
entre os intervalos das ondas R-R normais adjacentes; B) Variancia do intervalo de pulso;
C) Banda de baixa frequéncia do intervalo de pulso; D) Banda de alta frequéncia do
intervalo de pulso; E) Poténcia total. Grupos: Adultas jovens (J), Adultas na meia-idade
(MA), Adultas na meia-idade treinadas (MAT). #p< 0,05 vs. J. &p< 0,05 vs. MA.
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Nao foram identificadas modificagdes nos parametros de modulagdo da pressao

arterial sistolica, respectivamente a VAR-PAS (p=0.20) e o BF-PAS (p=41).

A figura 11 apresenta mediadores inflamatdrios, respectivamente, a interleucina-
10 (painel A), o fator de necrose tumoral (TNF-a) (painel B), a interleucina-6 (IL-6)
(painel C), a razdo TNF-o/IL-10 (painel D) e a razdo IL-6/IL-10 (painel E). O grupo
meia-idade apresentou menor quantidade de IL-10 em relagdo ao grupo jovem (MA vs.
J), e o treinamento fisico conseguiu atenuar a reducdo promovida pelo processo de
envelhecimento, apresentado valores equivalentes ao do grupo jovem. Adicionalmente,

os grupos meia idade (MA e MAT) apresentaram maior razao IL-6/IL-10.
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Figura 11: Mediadores inflamatérios. A) IL-10 (interleucina-10); B) TNF-a; C) IL-6
(interleucina-6); D) razao TNF-o/IL-10; E) razao IL-6/IL-10. Grupos: Adultas jovens
(J), Adultas na meia-idade (MA), Adultas na meia-idade treinadas (MAT). #p< 0,05 vs.
J.
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A figura 12 apresenta os indicadores de estresse oxidativo, os painéis A, B, C
apresentam indicadores de defesa antioxidante, respectivamente, superdxido dismutase,
FRAP e catalase. Os painéis D e E apresentam indicadores pro-oxidantes,

respectivamente a NADPH oxidase e o peréxido de hidrogénio.

O grupo meia-idade apresentou uma menor defesa antioxidante, demonstrada por
uma menor a¢do de superdxido dismutase no grupo meia-idade em relagdo ao grupo
jovem (MA vs. J), e o treinamento fisico atenuou esta reducdo, considerando que o grupo
MAT apresentou valores equivalentes ao do grupo jovem. Os grupos experimentais foram

equivalentes nos demais parametros.
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Figura 12: Parametros de estresse oxidativo. A) Superdxido Dismutase (SOD); B)
FRAP; C) Catalase; D) Nadph oxidase; E) Peroxido de hidrogénio Grupos: Adultas
jovens (J), Adultas na meia-idade (MA), Adultas na meia-idade treinadas (MAT). #p<
0,05 vs. J.
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A figura 13 apresenta os indicadores de dano oxidativo, respectivamente,
lipoperoxidacdo da membrana lipidica (painel A) e a oxidagdo proteica (painel B). Nao

foram observadas modificacdes nestes parametros.
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Figura 13: Parametros de dano oxidativo. A) Peroxidacdo lipidica; B) Oxidagdo de
proteinas. Grupos: Adultas jovens (J), Adultas na meia-idade (MA), Adultas na meia-
idade treinadas (MAT).

A figura 14 apresenta os dados de coldgeno cardiaco, os grupos meia-idade
apresentaram uma maior quantidade de colageno em relagao ao grupo jovem (MA, MAT

vs. J).
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Figura 14: Colageno cardiaco. Grupos: Adultas jovens (J), Adultas na meia-idade (MA),
Adultas na meia-idade treinadas (MAT). #p< 0,05 vs. J.
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A figura 15 apresenta correlagdes entre a espessura da parede da aorta com
indicadores hemodinamicos e de sensibilidade barorreflexa espontanea. No painel A ¢
apresentada uma correlagdo negativa entre a espessura da parede da aorta com o indice
de eficiéncia barorreflexa. Além disso, nos painéis B e C sdo apresentadas correlagdes
positivas entre a espessura da parede da aorta com a pressao arterial média e a frequéncia

cardiaca.
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Figura 15: Correlagdes. A) correlagdo entre a espessura da parede da aorta e o indice de
eficiéncia barorreflexa; B) correlagdo entre a espessura da parede da aorta e a pressdo
arterial média; C) correlagdo entre a espessura da parede da aorta e a frequéncia cardiaca.
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A tabela 1 apresenta o sumario dos resultados do capitulo 1.

Tabela 1. Sumario dos resultados do capitulo 1

A Grupo meia- Grupo meia-idade

Parametros . .
idade treinadas

Capacidade de Corrida L # 1T&
Espessura da aorta T#
Funcao diastdlica cardiaca (Razdo Onda L #
E’/Onda A’)
Frequéncia Cardiaca T #
Pressao Arterial T#
Sensibilidade Barorreflexa (resposta

: ) L#
taquicardica reflexa)
Sensibilidade Barorreflexa Espontanea L #
(indice-a, indice de eficiéncia barorreflexa)
Modulagao Autonomica Cardiaca (VAR-IP, L # 1 &
Poténcia Total)
Mediador anti-inflamatério (IL-10) L #
Mediador pré-inflamatério (IL-6/IL-10) 1T # T #
Parametros antioxidantes (superoxido L #
dismutase)
Coléageno cardiaco I # L #

| = reducio do parametro; 1 = aumento do parametro; #p< 0.05 vs. grupo adultas
jovens; &p<0.05 vs. grupo adultas na meia-idade; letras ou simbolos na cor vermelha
somente um dos parimetros;
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4.3 Discussio do capitulo 1

O primeiro capitulo apresenta os efeitos do processo de envelhecimento em
desfechos cardiovasculares, autondmicos, inflamatérios e de estresse oxidativo em
camundongos fémeas ApoE-KO expostas ao processo de envelhecimento, bem como os
efeitos do treinamento fisico neste contexto. Os principais achados deste capitulo foram
que o envelhecimento promoveu uma menor variabilidade da frequéncia cardiaca e
sensibilidade barorreflexa, disfungdo diastolica cardiaca, uma maior espessura da parede
da aorta e valores hemodinamicos elevados em camundongos fémeas com aterosclerose
no inicio da senescéncia reprodutiva em relagdo aos animais jovens. Adicionalmente, foi
demonstrado que apenas 6 semanas de treinamento fisico foram suficientes para mitigar
as alteracOes sistémicas associadas ao processo de envelhecimento em fémeas com

aterosclerose no inicio da senescéncia reprodutiva.

A redugdo de capacidade funcional ¢ uma caracteristica comum decorrente do

5 e em modelos experimentais °>%7. Desta

processo de envelhecimento em humanos °
forma, a menor capacidade funcional encontrada no grupo MA vai de acordo com a
literatura. No entanto, o treinamento fisico aerobico parece atenuar a reducao funcional,
e adicionalmente, torna estes valores similares ao do grupo jovem. Este achado ¢ muito
relevante, considerando que individuos com doengas cardiovasculares que apresentam
menor capacidade funcional tendem a apresentar um menor periodo de sobrevivéncia 8.

E importante mencionar que nao ocorreram modificacdes no peso corporal, tecido

adiposo branco e massa muscular entre os grupos experimentais.

Em estudo anterior foi evidenciado em anélise realizada por strain, que 100% dos
camundongas ApoE-KO apresentavam placas aterosclerdticas aos 8 meses de vidas.

Adicionalmente, mais de 50% da 4rea vascular destes animais era constituida por uma
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capa fibrosa, com cristais de colesterol, regides acelulares e lipideos *°. Considerando que
o coldgeno cardiaco (marcador de senescéncia) e a espessura da parede da aorta foram
maiores nos grupos meia-idade (MA e MAT vs. J), e neste protocolo os animais foram
acompanhados até o 15° més de vida, periodo equivalente ao que ocorre a queda de

producdo de horménios ovarianos em camundongos %+

, ¢ razoavel postular que os
animais desenvolveram as caracteristicas do envelhecimento na presenca de

aterosclerose.

O processo de envelhecimento naturalmente promove prejuizos na fungao
diastolica cardidca e alteragdes na estrutura do ventriculo esquerdo %°. No presente estudo,
ndo foram identificadas modificagdes na estrutura do musculo cardiaco na analise
ecocardiografica. No entanto, os grupos meia-idade apresentaram maior quantidade de
coladgeno cardiaco (MA e MAT), e foi observada uma menor razao E'/A' no grupo MA

comparado ao grupo J, demonstrando a reducgdo de fung¢do diastdlica cardiaca.

Ha evidéncias consistentes que associam o aumento do coldgeno cardiaco com o
envelhecimento. De fato, o aumento de coldgeno cardiaco pode alterar a contratilidade
induzida pelos miocitos, promover hipertrofia cardiaca, bem como promover
enrijecimento ventricular durante a diastole 7°. Entretanto, vale mencionar que o grupo
treinado apresentou maior quantidade de coldgeno cardiaco e ndo apresentou

modificagdes na funcao diastélica cardiaca.

Desta forma, consideramos neste estudo que o prejuizo na funcdo diastdlica
cardiaca em camundongos ApoE-KO pode estar relacionado a uma menor fungao valvar
aortica ’!. De fato, o grupo que apresentou disfuncdo diastolica apresentou igualmente
aumento da espessura da parede da aorta. E importante mencionar que existe uma alta

incidéncia de regurgitacao adrtica em camundongos ApoE-KO expostos ao processo de
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envelhecimento "2, Adicionalmente, h4 evidéncias de maior rigidez adrtica, com maior

velocidade de onda de pulso e pico de fluxo adrtico neste modelo 7.

Considerando que o estresse oxidativo e a inflamacdo sdo mecanismos que agem
de forma interrelacionada, gerando um ciclo de retroalimentacdo para a progressdo de
placas de ateroma e degradacio da matriz extracelular *, estes mecanismos podem
favorecer o aumento de infiltrados lipidicos na aorta de camundongos 7*. O aumento da
quantidade de infiltrados lipidicos vasculares, os prejuizos na complacéncia aortica, € os
prejuizos na funcdo diastélica cardiaca no grupo MA podem estar associados com a
reducdo de defesa antioxidante (SOD), aumento de quadro pro-inflamatorio (maior razao

IL-6/IL-10 e redugdo de IL-10) e aumento de espessura da parede da aorta.

Em camundongas ApoE-KO machos, o treinamento aerébico realizado por 15/16
semanas em intensidade moderada promoveu redugdo do conteudo aterosclerdtico
associado a beneficios endoteliais, reducdo de estresse oxidativo e melhorias no perfil
inflamatério *’. Em outro protocolo com treinamento fisico realizado por 6 semanas em
intensidade moderada, foi observado uma estabiliza¢ao das placas ateroscleroticas com

13 Estas evidencias sugerem que a influéncia do

manuten¢do de perfil lipidico
treinamento fisico aerdbico no controle e progressdo de placas aterosclerdticas ¢

dependente do numero de placas estabelecidas, assim como do volume total de

treinamento fisico.

O grupo MA apresentou valores hemodinamicos elevados uma vez que tanto a
frequéncia cardiaca, como os valores pressoricos foram superiores em relagao ao do grupo
jovem. De fato, o aumento sistémico da pressao arterial em ratas fémeas idosas ja havia
sido reportado na literatura . Neste estudo, demonstramos a influéncia da aterosclerose

neste contexto. A menor responsividade vascular previamente identificada neste modelo
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72, a constri¢do vascular comumente demonstrada com a progressio da aterosclerose, € a
menor eficiéncia dos barorreceptores identificada neste estudo podem justificar o

aumento dos valores pressoricos.

E importante mencionar que o déficit da ApoE gera uma série de alteragdes
organicas, como o desbalanco no metabolismo do colesterol, inflamacdo sistémica,
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, reducdo da producdo de defesa
antioxidante, aumento de demanda do sistema renina angiotensina e degradacao da matriz
extracelular ”° que podem ter contribuido para o processo de disautonomia e prejuizos

vasculares.

Estudos prévios demonstraram que a angiotensina II pode acelerar o

O 777 _ aumentando a area de lesdes

desenvolvimento da aterosclerose em ApoE-K
ateroscleréticas, a vulnerabilidade das placas, ativando fen6tipos MMP8 and MMP13 78,
formando aneurismas na regido da aorta e modificando a hemodinamica ’°. Portanto, seria
importante a investiga¢cdo dos impactos do envelhecimento e do treinamento fisico no

nivel de Angiotensina II nas repercussdes cardiovasculares em fémeas ApoE-KO em

estudos futuros.

Diversas sociedades de cardiologia recomendam o treinamento fisico aerébico
como uma estratégia nado-farmacologica eficiente para manutengdo/controle da
hipertensdo °. De fato, estudos prévios tém demonstrado que o treinamento fisico
aerébico reduz os valores de pressao arterial em fémeas com fatores de risco, como a

auséncia de hormodnios ovarianos e hipertensdo 446,

Apesar deste estudo ndo apresentar dados de histologia vascular, os valores
similares na espessura da parede da aorta nos grupos MAT e J, e a correlacao positiva

entre a PAM e a espessura da parede da aorta sugerem que o treinamento fisico aerébico
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¢ capaz de promover adaptagdes vasculares que contribuem para um melhor controle dos

valores pressoricos.

O arco adrtico € um dos locais anatdmicos no qual se situam os barorreceptores
arteriais. Portanto ¢ razoavel postular que a rigidez da parede aortica pode modular a
sensibilidade barorreflexa em animais vivos 0. A associagdo da espessura da parede da
aorta com a sensibilidade barorreflexa, a FC e a PAM reforcam o conceito de que as
alteragdes nesta estrutura podem comprometer a sensibilidade dos barorreceptores, e

subsequentemente, o equilibrio hemodinamico.

De fato, o treinamento fisico pode estabilizar as lesdes vasculares resultantes da
aterosclerose independente de modificagdes no perfil lipidico ', desde que promova
ajustes na estrutura vascular, como atenuacdo da disfun¢do endotelial, inflamagdo e
estresse oxidativo %7, além disso, ja foi demonstrado que o treinamento fisico aerobico em

intensidade moderada reduz a rigidez arterial em mulheres na meia-idade 8'.

O treinamento fisico aerdbico parece atenuar a sobrecarga hemodinamica, o
aumento da espessura da parede da aorta e a reducdo da sensibilidade barorreflexa,
considerando que ndo foram identificadas diferencas entre os grupos MAT e J. Uma
hipotese para estes achados ¢ que o treinamento fisico pode ter atenuado o declinio de
defesa antioxidante (SOD) e de citocinas anti-inflamatorias (IL-10), reduzindo a adesao
lipidica vascular e consequentemente atenuando o aumento de espessura da parede
aortica, fatores que melhoraram a complacéncia e a capacidade de estiramento,

otimizando o desempenho dos barorreceptores.

A melhora deste importante mecanismo de curto prazo de regulacdo da pressao
arterial (barorreceptores), possivelmente estd associada a reducao de 10 mmHg na PAM

e PAS quando comparados os grupo MAT e MA, que apesar de ndo ser estatisticamente
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significante ¢ relevante de ponto de vista clinico, considerando que a cada redugdo de 5
mmHg de pressdo arterial sistdlica, o risco de desenvolvimento de eventos

cardiovasculares reduz em 10% %2,

A bradicardia em repouso ¢ um achado classico em individuos treinados. De fato,
o treinamento fisico aerdébico promove um aumento constante do retorno venoso e do
volume sistélico, mecanismos que acionam constantemente o mecanismo de Frank-
Starling e modificam a contratilidade cardiaca, aumentando a eficicia do musculo
cardiaco *. Adicionalmente, o treinamento fisico aumenta a variabilidade da frequéncia
cardica em ratas fémeas °*%7. No presente estudo, os camundongos fémeas treinados nio
apresentaram bradicardia de repouso em relacdo ao grupo MA. Entretanto, o grupo meia-
idade treinado apresentou valores similares ao do grupo jovem na FC, na razdo E'/A', e
em indices da variabilidade (VLF-PI; LF-PI). Além disso, o grupo MAT apresentou uma
maior VAR-IP em comparagdo ao grupo MA, indicando que o treinamento fisico pode
promover uma melhor modulacdo autondémica cardiaca em fémeas com aterosclerose no

inicio da senescéncia reprodutiva.

O desequilibrio do controle autonémico cardiovascular em conjunto com a
redu¢do da sensibilidade barorreflexa ¢ um achado que ja foi demonstrado anteriormente
em ratas fémeas idosas %®%’. Portanto, considerando o risco adicional promovido pela
doenga aterosclerdtica, um menor controle autondmico era esperado no grupo MA. De
fato, os dados de variabilidade da frequéncia cardiaca, nos dominios do tempo e
frequéncia, demonstram uma reducao da modulacao autonémica cardiaca no grupo MA
comparado com o grupo jovem, e refletem um quadro de disautonomia em fémeas

senescentes com aterosclerose.
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Apesar do grupo MA ter uma menor banda LF-IP (parametro com predominio de
participagdo da modulacdo simpatica cardiaca), os resultados de variabilidade da
frequéncia cardiaca devem ser interpretados em conjunto, pois foi observado reducdo de
todos os parametros, indicando que o sistema nervoso autonomico deste grupo apresenta
uma menor habilidade de modular os batimentos cardiacos, independente da

predominancia de participagdo simpatica ou parassimpatica.

A reducdo de taquicardia reflexa no grupo MA demonstra a inabilidade de
adaptacdo a grandes variagdes pressoricas, que podem ter sido geradas por uma reducgdo
de sensibilidade dos barorreceptores produzida pela progressao da doenca aterosclerotica.
Este processo pode ter prejudicado o correto funcionamento de fibras aferentes, bem
como reduzido a habilidade de atuagdo do sistema nervoso autondmico a adaptar-se

rapidamente aos estimulos devido a um longo periodo de hiperatividade simpatica.

A correlagdo negativa entre a espessura da parede da aorta e a sensibilidade
barorreflexa espontanea ndo indica concretamente que as alteragcdes da parede da aorta
modificaram a sensibilidade dos barorreceptores. Entretanto, o dado sugere que ha uma
associagdo entre a progressao ou estabilizagdo da doenga com o controle autonémico

cardiovascular em fémeas com aterosclerose.

Alguns mecanismos ja descritos na literatura podem facilitar a compreensdo
acerca do processo de disautonomia observado em animais ApoE-KO. De fato, existe
uma reducgao de eficiéncia dos barorreceptores arteriais, resultante de danos sistémicos
em suas aferéncias, por producdo de citocinas pro-inflamatorias, ativacdo da
Angiotensina II, degradacao da matriz extracelular, favorecendo o deposito de lipideos e
estabelecendo a aterosclerose . Além da menor eficiéncia barorreflexa, ocorre reducdo

de defesa antioxidante com aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e
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redu¢do da biodisponibilidade de 6xido nitrico, fatores que favorecem o desenvolvimento

da hiperativac¢io nervosa simpatica ’° .

A inflamagdo sistémica ¢ um achado cléssico que ocorre com a progressao da
aterosclerose ®. Estudos anteriores demonstraram que as alteragdes inflamatdrias que
ocorrem no bago sdo similares as que ocorrem no sistema cardiovascular de ratos *. Desta
forma, era esperado que o envelhecimento promovesse maior razao IL-6/IL-10, reduzisse
a citocina anti-inflamatoria IL-10 ¢ a defesa antioxidante (SOD). De fato, com o avango
da aterosclerose no processo de envelhecimento, ocorre o aumento de estresse oxidativo
(aumento de espécies reativas de oxigénio em relacao a defesa antioxidante) e inflamacao
sistémica em animais ApoE-KO #°.

Entretanto, ¢ essencial mencionar que o treinamento fisico aerdbico reestabeleceu a IL-
10 e atenuou a redu¢ao de modulagao autonomica cardiaca. Uma hipotese para este
achado ¢ a ativacao do reflexo colinérgico anti-inflamatério pelo sistema nervoso
autondmico >°. No entanto a maior razdo IL-6/IL-10 no grupo treinado sugere que houve
manuten¢do da inflamacao sistémica, indicando que os beneficios cardiovasculares

promovidos pelo treinamento fisico foram determinados predominantemente por outros
sistemas, como a modulagdo autondmica cardiovascular.

A redugdo da sensibilidade barorreflexa no grupo MA reforca a instauragdao da
disautonomia e demonstra uma menor habilidade de adaptacdo a variagdes pressoricas.
Estes dados sdao extremamente preocupantes considerando que individuos com menor
sensibilidade barorreflexa e modulacao autondmica cardiaca apresentam menor taxa de
sobrevivéncia %. Em contrapartida, o treinamento fisico aerdbico é capaz de promover
melhorias na sensibilidade barorreflexa e um melhor prognostico em pacientes, mesmo
em condi¢des extremas, como pds infarto agudo do miocardio *. Adicionalmente, ha
evidencias que o treinamento fisico aerobico € capaz de promover um melhor controle

autondmico cardiovascular em camundongos >°.
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No presente estudo, o treinamento fisico aerdbico teve efeitos positivos, se
considerarmos que ndo se observou aumento de espessura da aorta, enquanto tanto a
modulacdo autondmica cardiaca quanto a sensibilidade dos barorreceptores
permaneceram dentro de valores de normalidade, em fémeas com aterosclerose. Estes
dados sugerem que o treinamento fisico ¢ uma estratégia eficaz para controlar a
progressdo de placas ateroscleroticas, atenuar a disautonomia e mitigar as modifica¢des

cardiovasculares decorrentes do processo de envelhecimento.
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4.4 Consideracoes finais do capitulo 1

O processo de envelhecimento promoveu disfuncao diastolica cardiaca, maior
espessura da parede da aorta, prejuizos hemodinamicos, disautonomia, maior perfil
inflamatorio e menor defesa antioxidante cardiaca em fémeas com aterosclerose no inicio
da senescéncia reprodutiva. No grupo treinado ndo se observou os danos promovidos pelo
processo de envelhecimento. Portanto, o treinamento fisico ¢ uma estratégia eficiente para
promog¢ao de beneficios sist€émicos em camundongos fémeas senescentes com

aterosclerose.
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CAPITULO 2

No segundo capitulo avaliou-se a influéncia de diferentes periodos (9 ou 12
meses) de auséncia de hormdnios ovarianos em desfechos cardiovasculares, autondomicos,

inflamatorios e de estresse oxidativo cardiaco em camundongos fémeas ApoE-KO.

4.1 Delineamento experimental do capitulo 2

Foram utilizados 3 grupos experimentais: camundongos fémeas adultas na meia-
idade (MA), fémeas ApoE-KO com 15 meses de vida; camundongos fémeas adultas na
meia-idade submetidas a ooforectomia (O), fémeas ApoE-KO acompanhadas até o 15°
més de vida submetidas ao procedimento cirirgico no 6° més de protocolo; camundongos
fémeas adultas na meia-idade submetidas a ooforectomia precocemente (OP), fémeas
ApoE-KO acompanhadas até o 15° més de vida submetidas ao procedimento cirirgico
no 3° més de protocolo. Na figura 16 o delineamento experimental deste capitulo ¢

apresentado.

[ 12 meacae |
‘ 0 If‘ 3 meses }7 6 meses 13 meses — 15 meses
(_,; Grupo meia-idade
m (MA) #

G Grupo
m ooforectomizado (O)

( Grupo
mi @W — —— - ooforectomizado
L S precocemente (OP)

Figura 16. Delineamento experimental do capitulo 2. # = grupo experimental utilizado
no capitulo 1.



65

Os dados do grupo meia-idade sdo os mesmos apresentados do capitulo 1. Foi
escolhido o acompanhamento até o 15° més de vida por ser o momento em que a literatura

1043~ Para avaliar

aponta estar estabelecida a senescéncia reprodutiva em camundongos
a influéncia da auséncia dos hormonios ovarianos, a ooforectomia foi realizada no periodo

em que os animais atingiram a maturidade (vida adulta): no inicio da idade adulta (3° més

de vida) ou quando a idade adulta j4 estava estabelecida (6° més de vida)*.

4.6 Resultados do capitulo 2

Nao foram identificadas modificagcdes na composicao corporal (peso corporal,
p=0,15; peso de tecido adiposo branco, p=0.46; peso de gastrocnémio, p=0.35; peso de
soleo, p=0.58). Nao foram identificadas, também, modificacdes na capacidade de corrida

(p=0.23).

No entanto, foram observadas diversas modificacdes na morfometria cardiaca
(Figura 17). O grupo OP apresentou maior septo interventricular diastdlico e didmetro do
atrio esquerdo em comparagdo com o grupo de meia-idade (painéis A e B,
respectivamente), enquanto o grupo O apresentou maior espessura da parede posterior e
espessura relativa da parede posterior do ventriculo esquerdo (painéis C e D,

respectivamente) em relacdo ao grupo de meia-idade.
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Figura 17: Parametros de morfometria cardiaca. A) Septo interventricular diastélico; B)
Diametro do atrio esquerdo; C) Parede posterior do ventriculo esquerdo; D) Espessura
relativa da parede posterior do ventriculo esquerdo; Grupos: Adultas na meia-idade
(MA), Ooforectomizadas (O); Ooforectomizadas precocemente (OP). #p< 0,05 vs. MA.
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Os grupos experimentais foram equivalentes nos demais parametros analisados

através da ecocardiografia (tabela 2).

Tabela 2 Parametros ecocardiograficos

Valor de P

Parametros Grupos para Anova

MA 7o) OP one-way
Morfometria cardiaca e vascular
g;lﬁ)ssura da parede da aorta 0,2140,01  0,22+0,01  0,20+0,02 0,19
Massa VE (mm) 63,5+6,6 89,8+9,4 87,9+8,7 0,06
Funcao diastolica cardiaca
TRIV (ms) 14,94+0,6  15,54+1,1 16,9+1.4 0,42
Volume diastélico (pul) 75,77£7,1  74,65+83  73,5+6,8 0,97
Razao E/E’ 27,63+4,8  38,47+5,7  34,85+3,7 0,29
Razao E/A 1,10+0,1 1,32+0,2 1,24+0,1 0,32
Razao E'/A° 1,13+0,2 0,61+0,1 0,85+0,1 0,22
Funcao sistdlica cardiaca
FE (%) 45,31+4,1  51,18+3,1 47,23+2,8 047
FS (%) 22,5+2,3 25,89+1,9  23,51+1,8 0,49
Volume sistolico (pl) 42,02+6,0  36,96+5,3  42,7+4.4 0,70

Débito cardiaco (ml/min)

1631542125 18567+2432 17752+2190 0,77

Grupos: Adultas na meia-idade (MA); Ooforectomizadas (O); Ooforectomizadas
precocemente (OP). VE = ventriculo esquerdo; TRIV= tempo de relaxamento
1sovolumétrico; FE = fracao de ejecdo; FS= fracdo de encurtamento.
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A figura 18 apresenta os parametros hemodindmicos, respectivamente, pressao
arterial sistolica (painel A), pressdo arterial diastolica (painel B), pressdo arterial média

(painel C) e frequéncia cardiaca (painel D). Os grupos experimentais foram equivalentes

nestes parametros.
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Figura 18: Parametros Hemodinamicos. A) Pressao Arterial Sistolica. B) Pressao
Arterial Diast6lica. C) Pressdo Arterial Média. D) Frequéncia Cardiaca. Grupos:

Adultas (A); ooforectomizadas (O); ooforectomizadas precocemente (OP).
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Os grupos experimentais foram equivalentes nas andlises de sensibilidade
barorreflexa realizadas ap6s a administragdo de drogas vasoativas (resposta bradicardica
reflexa p=0,52; reposta taquicardica reflexa p=0,41). A auséncia dos hormdnios ovarianos
gerou uma grande instabilidade nos sinais de pressdo arterial nos animais dos grupos
ooforectomizados. Como consequéncia, foi invidvel a obtencao de sinais estacionarios
adequados para andlise da modulag@o autondmica cardiaca no dominio do tempo, bem

como executar a avaliacdo da sensibilidade barorreflexa espontanea.

Na figura 19 apresentamos os dados de modula¢do autonomica cardiaca no
dominio da frequéncia. No painel A ¢ apresentado o grafico com os dados de banda de
baixa frequéncia do intervalo de pulso (indicador predominantemente de modulacdo
simpatica cardiaca); no painel B ¢ apresentado o grafico com os dados de banda de alta
frequéncia do intervalo de pulso (indicador de modulacdo parassimpatica cardiaca); no
painel C ¢ apresentado a razdo entre a banda de baixa frequéncia com a banda de alta

frequéncia (balango simpatovagal).

O grupo ooforectomizado precocemente apresentou maior banda de baixa
frequéncia do intervalo de pulso e menor da banda de alta frequéncia do intervalo de pulso
em relacdo ao grupo ooforectomizado. Adicionalmente, foi observado maior balango

simpatovagal no grupo ooforectomizado precocemente em relagdo aos demais grupos.
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Figura 19: Parametros de modulagdo autondmica cardiaca no dominio da frequéncia. A)
banda de baixa frequéncia do intervalo de pulso; B) banda de alta frequéncia do intervalo
de pulso; C) Balango simpatovagal, Grupos: Adultas na meia-idade (MA),
Ooforectomizadas (O); Ooforectomizadas precocemente (OP). #p< 0,05 vs. MA; *p<
0,05 vs. O.

Na figura 20 apresentamos os dados de modulacdo da pressdo arterial sistolica
(indicadores da modulagdo simpdtica vascular), respectivamente, variancia da pressao
arterial sistolica (painel A) e banda de baixa frequéncia da pressao arterial sistolica (painel
B). Nao foram identificadas diferengas estatisticas na variancia de pressdo arterial
sistolica; entretanto, o grupo ooforectomizado precocemente (OP) apresentou valores

superiores de banda de baixa frequéncia em relagao aos demais grupos.
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Figura 20: Parametros de modulacdo da pressdo arterial sistolica. A) Variancia da
pressao arterial sistolica; B) banda de baixa frequéncia da pressdo arterial sistdlica;
Grupos: Adultas na meia-idade (MA), Ooforectomizadas (O); Ooforectomizadas
precocemente (OP). #p< 0,05 vs. MA; *p< 0,05 vs. O.

Nao foram identificadas modifica¢des no TNF-a (p=0,49) e na razdo TNF-o/IL-
10 (p=0,51). No entanto, os demais indicadores de inflamagao foram modificados pela
auséncia de hormonios ovarianos. Como ¢ possivel observar na Figura 21 o grupo
ooforectomizado precocemente apresentou maior quantidade de IL-6 (painel A) em
comparacao ao grupo meia-idade e maior quantidade de IL-10 (painel B) em relagao aos
grupos meia-idade e ooforectomizado. Adicionalmente, ambos o0s grupos
ooforectomizados (O e OP) apresentaram maior razao IL6/IL-10 (painel C) em relagao

ao grupo MA.
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Figura 21: Mediadores inflamatorios. A) Interleucina-6; B) Interleucina-10; C) Razao da
interleucina-6 em relagao a Interleucina-10; Grupos: Adultas na meia-idade (MA),
Ooforectomizadas (O); Ooforectomizadas precocemente (OP). #p< 0,05 vs. MA; *p<
0,05 vs. O.

Na tabela 3 estdao descritos os dados de estresse oxidativo cardiaco e o percentual
de colageno cardiaco. A tnica modificagdo observada nestes pardmetros foi a menor
capacidade de defesa antioxidante no grupo ooforectomizado precocemente, representada

por uma menor atividade de superéxido dismutase em relagdo ao grupo meia-idade.



Tabela 3. Estresse oxidativo e colageno cardiaco
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Valor de P
Parametros Grupos para

Anova

MA (0) oP one-way

Indicadores de estresse oxidativo
NADPH oxidase (mm) 0,10+0,01 0,10+0,01 0,08+0,01 0,70
Peroxido de hidrogénio (mm) 6,49+1,20 8,51+1,95 8,14+1,56 0,59
Nitrito 2,50+0,48 1,64+0,24 1,62+0,19 0,11
Superoéxido dismutase 7,74+0,86  5,86+0,40 4,38+0,49 # <0,01
Catalase 0,34+0,04 0,32+0,03 0,37+0,08 0,24
FRAP 0,44+0,08 0,54+0,06 0,50+0,04 0,50
Lipoperoxidacao (TBARS) 31,52+4,46 29,96+1,72 21,63+2,66 0,12
Oxidagdo proteica (Carbonilas) 4531+4,1 51,18+3,1 47,23+2,8 0,47
Colageno cardiaco
Colageno cardiaco (%) 1,67+0,1 1,51+£0,2 1,52+0,4 0,92

Grupos: Adultas na meia-idade (MA), Ooforectomizadas (O); Ooforectomizadas
precocemente (OP). #p< 0,05 vs. MA.



A tabela 4 apresenta o sumario dos resultados do capitulo 2.

Tabela 4. Sumario dos resultados do capitulo 2.
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Grupo e
Parametros . Ooforectomizado

Ooforectomizado

Precocemente

Alteracoes morfométricas cardiacas T# T#
Modulag¢ao Parassimpatica Cardiaca L
(AF-IP)
Modulac¢ido Simpatica Cardiaca (BF-IP) T*
Balanc¢o Simpatovagal (BF/AF) T*#
Modulac¢ao Simpatica Vascular (BF- p g
PAS)
Perfil inflamatoério (IL-6; IL-6/1L-10) T# ™#
Defesa antioxidante cardiaca L #

(Superoéxido dismutase)

| = reducio do parametro; 7 = aumento do parametro; #p< 0.05 vs. grupo
adultas na meia-idade; *p< 0.05 vs. grupo ooforectomizadas; letras ou
simbolos na cor vermelha somente um dos parametros;
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4.7 Discussao do capitulo 2

Neste capitulo analisou-se a influéncia da exposicdo a privagdo ovarina em
desfechos cardiovasculares, autondmicos, inflamatorios e de estresse oxidativo cardiaco
em camundongos fémeas ApoE-KO. Ambos os grupos ooforectomizados apresentaram
modificacdes na morfometria cardiaca e maior perfil inflamatorio. Contudo os principais
achados deste capitulo foram que o grupo submetido a um maior periodo de privagao
ovariana (o grupo ooforectomizado precocemente) apresentou piores desfechos na

modulagdo autonomica cardiovascular e redugdo de defesa antioxidante cardiaca.

Independentemente do periodo da ooforectomia, observou-se modificagdes na
morfometria do musculo cardiaco e maior perfil inflamatoério (razdo IL-6/IL-10) nos
grupos ooforectomizados (O e OP) em relagdo ao grupo intacto (MA). Os hormoénios
estrogenos atuam em vias anti-apoptdticas, com ativacgao de vias protetivas (PI3K/AKT)
e apresentam capacidade de atenuar a inflamacdo ¥’. Considerando que a inflamagio
cronica ¢ uma caracteristica da doenga aterosclerotica, espera-se observar repercussoes
deletérias no tecido cardiaco decorrentes ao processo inflamatdrio cronico exacerbado em

fémeas ooforectomizadas.

Em estudo que comparou a prevaléncia de insuficiéncia cardiaca em mulheres
com aterosclerose que vivenciaram a menopausa precocemente de forma espontinea ou
cirurgicamente (abaixo dos 45 anos de idade) em relacdo a mulheres que vivenciaram a
menopausa na idade esperada, foi observado no baseline que as mulheres que tiveram a
menopausa precocemente tendem a ter maior quantidade de IL-6 e resisténcia a acdo da
insulina, adicionalmente, apds o acompanhamento de 8 anos, foi demonstrado que essa
populacdo apresenta maior incidéncia de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca %,

De fato, uma revisao sistemdatica demonstrou que mulheres que vivenciaram a experiéncia
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da menopausa precocemente t€m maior risco de desenvolver DAC e maior mortalidade

em comparacdo com as mulheres que vivenciam a menopausa tardiamente 7.

Quando se compara mulheres com a menopausa prematura (abaixo de 40 anos de
idade), seja de forma espontanea ou cirtrgica, em relagdo a mulheres que vivenciaram a
menopausa em periodos subsequentes (ap6s os 40 anos de idade), observa-se mais que o
dobro de chances de desenvolvimento de DAC (1,5% vs. 3,7%) nas mulheres que
perderam as funcgdes reprodutivas, nesse caso, apos procedimentos cirargicos .
Adicionalmente, essa populagdo tende a ter maior incidéncia de hipertensao, dislipidemia
e quantidade de LDL e proteina C reativa circulantes *°. Estes dados de estudos clinicos
reforgam que ha um quadro proé-aterogénico e pré-inflamatorio mediante a exposi¢do a

um maior periodo de auséncia dos hormonios reprodutivos femininos no processo de

envelhecimento.

No entanto, apesar das repercussdes na morfometria cardiaca, os desfechos de
funcdo sistélica e diastdlica cardiaca, assim como a hemodindmica, permaneceram
equivalentes aos do grupo que permaneceu intacto durante todo o protocolo (grupo Meia-
Idade). Além disso, o percentual de colageno cardiaco foi similar em todos os grupos
experimentais. Portanto, embora tenham sido observadas modificacdes no musculo
cardiaco, essas alteracdes ndo promoveram grande repercussdes nos desfechos
cardiovasculares e a histologia cardiaca manteve-se equivalente entre os grupos

experimentais.

Em estudo com ratas idosas submetidas a ooforectomia, foi relatado que a
auséncia dos hormonios ovarianos promoveu menor capacidade funcional e menor
sensibilidade barorreflexa (reposta bradicardica reflexa) quando comparadas a ratas

idosas controle. No entanto, ndo se observou prejuizos adicionais decorrentes da
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% Em outro

ooforectomia em parametros cardiovasculares e no perfil inflamatorio
experimento desenvolvido com ratas idosas, a ooforectomia ndo modificou desfechos

metabolicos, hemodinadmicos ou de sensibilidade barorreflexa quando comparadas a ratas

idosas controle ¢7.

Portanto, parece que os efeitos da privacdo ovariana na func¢do cardiaca e
hemodinadmica podem ser considerados mais brandos quando a comparagdo ¢ realizada
com roedores fémeas que ja passaram previamente pelo processo de envelhecimento, e

consequentemente, ja apresentam o sistema cardiovascular com menor funcionalidade.

Contudo as modificagdes relacionadas ao estresse oxidativo sd3o bem
caracteristicas com a privagdo ovariana, mesmo em ratas envelhecidas. Ja foi
demonstrado que a auséncia dos hormodnios ovarianos pode promover um menor balango
redox de glutationa (GSH/GSSG), indicando prejuizo no equilibrio redox cardiaco,
quando comparadas a ratas idosas controle ®. Em outro estudo que também utilizou ratas
idosas ooforectomizadas, foi demonstrado que a auséncia de hormonios ovarianos
prejudica a defesa antioxidante renal, gerando menor atividade de superéxido dismutase

¢ catalase ®’.

No presente estudo, o grupo OP apresentou menor defesa antioxidante cardiaca
através da menor atividade de superoxido dismustase (SOD) (vs. grupo MA). Este dado,
em conjunto com o aumento de perfil inflamatorio (IL-6 e IL-6/IL-10) e o consenso de
quadro pro-apoptotico com a auséncia de estrogenos 7, pode ser o mecanismo chave para

as repercussoes na morfometria cardiaca do grupo ooforectomizado precocemente.

E importante destacar que, com a aterosclerose, ocorre a oxidagdo de LDL na
camada interna do leito vascular. Este processo promove a ativacdo de macrofagos e

mondcitos que inibem a expressdo de SOD #°, justificando a redu¢io de atuagio desta
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importante enzima antioxidante. Portanto, pode se considerar que o grupo OP apresentou
uma menor quantidade de SOD através de uma ag¢ao inibitéria acentuada para a produgao
desta enzima, considerando um maior perfil inflamatério (maior quantidade de IL-6,

citocina pro-inflamatdria) neste grupo experimental.

Apesar de ndo terem sido observadas modificagdes no tonus vagal e no tonus
simpatico em estudo anterior que comparou ratas idosas ooforectomizadas em relagdo a

ratas idosas controle ©°

, 0 presente estudo demonstra que a auséncia precoce dos
hormdnios estrégenos acarreta piores repercussdes na modulacdo autondmica
cardiovascular de fémeas com aterosclerose na meia-idade. O grupo OP apresentou maior
modulacdo simpdtica vascular e balango simpatovagal em relacdo aos demais grupos

(MA e O). Adicionalmente, o grupo OP apresentou maior banda BF-IP e menor banda

AF-IP em relacdo ao grupo O.

Vale mencionar que a diferencga no periodo da ooforectomia entre os grupos O e
OP esté relacionada ao estagio de maturidade fisiologica dos animais. O grupo OP foi
ooforectomizado no terceiro més, periodo em que os animais iniciam a idade adulta,
enquanto a ooforectomia no grupo O foi realizada no sexto més, quando os animais ja sdo
adultos consolidados #. Portanto, o periodo superior de auséncia da protecdo dos
hormdnios estrogenos parece promover repercussdes deletérias na capacidade de

modulacdo autonémica cardiovascular.

Uma hipotese em potencial para o desequilibrio na modulagdo autonomica
cardiovascular em animais ooforectomizados ¢ que a auséncia de estrogenos pode
provocar repercussoes deletérias, modificando a expressdo de ocitocina e a capacidade de
atuacao dos neurdnios pré-autondomicos do nucleo paraventricular (PVN) no hipotadlamo

1. Em um experimento com ratas jovens, a priva¢io ovariana promoveu maior modulagio
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simpatica cardiovascular, maior relagdo BF/AF, menor modulagdo parassimpatica
cardiaca, reducdo do mRNA da ocitocina no PVN e menor expressao proteica de
ocitocina em todos os subnucleos pré-autondmicos do PVN. Adicionalmente, os niveis
reduzidos de ocitocina foram negativamente correlacionados com o aumento da relagdo

BF/AF °'.

Quando ha uma maior atividade de anion superéxido no PVN, os roedores tendem
a ter uma hiperativagio simpatica com reduc¢io de atuacio de enzimas antioxidantes °2.
No presente estudo o grupo OP apresentou aumento da razdo BF/AF e redug¢do de SOD
no musculo cardiaco, portanto, um desequilibrio em potencial relacionado ao balango
redox pode ter contribuido adicionalmente para os piores desfechos na modulagcao

autondmica cardiovascular.
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4.8 Consideracdes finais do capitulo 2

A privagdo ovariana modifica a morfometria cardiaca e promove maior perfil
inflamatorio em fémeas com aterosclerose na meia-idade. Contudo, quando a auséncia
dos hormdnios ovarianos ocorre precocemente, observam-se prejuizos na modulagdo

autondmica cardiovascular e uma menor defesa antioxidante cardiaca.
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CAPITULO 3

O terceiro capitulo apresenta os efeitos do treinamento fisico aerdbio em
desfechos cardiovasculares, sensibilidade barorreflexa, inflamagdo e estresse oxidativo

cardiaco em camundongos fémeas ApoE-KO na meia-idade, ooforectomizadas.

4.9 Delineamento experimental do capitulo 3

Foram utilizados 4 grupos experimentais neste protocolo:

O grupo controle sedentario foi constituido pelo os camundongos fémeas ApoE-

KO adultas na meia-idade (grupo MA), acompanhadas até o 15° més de vida;

O grupo ooforectomizado sedentdrio sdo os camundongos fémeas adultas na

meia-idade submetidas a ooforectomia (grupo O): fémeas ApoE-KO acompanhadas até
0 15° més de vida submetidas ao procedimento cirurgico de retirada dos ovarios no 6°

més de protocolo;

O grupo controle treinado sao os camundongos fémeas adultas na meia-idade

treinadas (grupo MAT): fémeas ApoE-KO acompanhadas at¢ o 15° més de vida

submetidas a treinamento fisico nas ultimas 6 semanas de protocolo;

O grupo_treinado_ooforectomizado sdo os camundongos fémeas adultas na

meia-idade submetidas a ooforectomia treinadas (grupo OT): fémeas ApoE-KO
acompanhadas até o 15° més de vida submetidas ao procedimento cirurgico de retirada

dos ovarios no 6° més de protocolo, treinadas nas ultimas 6 semanas de protocolo.

Na figura 22 apresenta-se o delineamento experimental do capitulo 3.
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Figura 22: Delincamento experimental. # = grupos experimentais utilizados nos
capitulos 1 e 2.

Os grupos meia-idade, foram acompanhados até o 15° més de vida, por ser o
momento em que a literatura aponta estar estabelecida a senescéncia reprodutiva em
camundongos '®*. O treinamento aerdébico foi prescrito nas Gltimas 6 semanas de
protocolo por ter evidéncias prévias que ¢ um periodo efetivo para atenuar os efeitos
deletérios da aterosclerose nas artérias >2. Optamos por realizar a ooforectomia no 6° més
de protocolo por ser um periodo em que os animais ja estavam maduros fisiologicamente
(vida adulta) '°%. Portanto, neste capitulo avaliou-se o impacto da auséncia dos
hormonios ovarianos na vida adulta de fémeas com aterosclerose e o efeito do treinamento

fisico neste contexto.

Os grupos experimentais foram comparados por Andlise de variancia de duas vias

(Anova Two-way), sendo os fatores de interesse a ooforectomia e o treinamento fisico.
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4.10 Resultados do capitulo 3

Nao foram observadas diferencas em relacdo ao peso corporal, peso de tecido
adiposo branco e peso do soleo. Entretanto, o treinamento fisico e a auséncia de
hormonios ovarianos promoveram modificagdes no peso de gastrocnémio (painel A), na
capacidade de corrida (painel B) e no peso do coragdo (painel C) (Figura 23). Os grupos
treinados (MAT e OT) apresentaram maior capacidade de corrida e maior quantidade de
musculo gastrocnémio em relagdo aos grupos sedentarios (MA e O). Adicionalmente, os
grupos ooforectomizados (O e OT) apresentaram menor massa cardiaca em relagdo aos

grupos controle (MA e MAT).
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0.020 & 40
o Controle o Controle
. & .
0.015- | | | 4 Ooforectomizados 304 & Ooforectomizados
8 8 i !
£ 0.010- a8 a Valor de p para Anova de ’E 20 : Valor de p para Anova de
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Figura 23: Capacidade de corrida e composic¢ao corporal. A) Musculo gastrocnémio; B)
Capacidade de corrida; C) Massa cardiaca; Grupos sedentarios: Adultas na meia-idade
(MA) e ooforectomizadas (O); Grupos treinados: Adultas na meia-idade treinadas
(MAT) e ooforectomizadas treinadas (OT); Grupos Controle: Adultas na meia-idade
(MA) Adultas na meia-idade treinadas (MAT); Grupos Ooforectomizados:
ooforectomizadas (O) e ooforectomizadas treinado (OT). Dados comparados por Anélise
de variancia de duas vias: valor de p da interagdo representado por I; valor de p do
treinamento fisico representado por TF; valor de p da ooforectomia representado por Ovx;
&p< 0,05 vs. grupos sedentario; #p< 0,05 vs. grupos controle.
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Nao foram identificadas modificagdes na espessura da parede da aorta e no
didmetro da cavidade do ventriculo esquerdo na didstole. No entanto, a figura 24
demonstra que a ooforectomia promoveu diversas alteracdes no ventriculo esquerdo
(VE). Os animais ooforectomizados (O; OT) apresentaram maior massa do VE; septo
interventricular na diastole; didmetro da parede na diastole; espessura relativa da parede

em relacdo aos grupos controle (MA; MAT).
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Figura 24: Morfometria cardiaca. A) Massa do ventriculo esquerdo; B) Espessura
relativa da parede do ventriculo esquerdo; C) Septo interventricular diastolico; D)
Diametro da parede do ventriculo esquerdo na diastole; Grupos sedentarios: Adultas na
meia-idade (MA) e ooforectomizadas (O); Grupos treinados: Adultas na meia-idade
treinadas (MAT) e ooforectomizadas treinadas (OT); Grupos Controle: Adultas na meia-
idade (MA) e adultas na meia-idade treinadas (MAT); Grupos Ooforectomizados:
ooforectomizadas (O) e ooforectomizadas treinado (OT). Dados comparados por Anélise
de variancia de duas vias: valor de p da interagdo representado por I; valor de p do
treinamento fisico representado por TF; valor de p da ooforectomia representado por Ovx;
#p< 0,05 vs. grupos controle.
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Nao foram observadas diferencas nos parametros de fungdo sistolica cardiaca
(volume sistolico cardiaco, débito cardiaco e fracdo de ejecdo), bem como o volume
diastdlico cardiaco foi equivalente entre os grupos experimentais. Entretanto, o
treinamento fisico e a auséncia de hormonios ovarianos promoveram modifica¢des na
funcdo diastolica cardiaca (Figura 25). Os grupos treinados (grupo MAT e OT)
apresentaram maior razdo E/A e TRIV em relagdo aos grupos sedentarios (MA e O).
Adicionalmente, os grupos ooforectomizados (O e OT) apresentaram: menor razao E’/A’;

maior razao E/E’; maior TRIV; em relag¢do aos grupos controle (MA ¢ MAT).
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Figura 25: Parametros de fun¢do diastolica cardiaca. A) Razao E’/A’; B) Razao E/A; C)
Razao E/E’; D) Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) Grupos sedentarios:
Adultas na meia-idade (MA) e ooforectomizadas (O); Grupos treinados: Adultas na
meia-idade treinadas (MAT) e ooforectomizadas treinadas (OT). Grupos Controle:
Adultas na meia-idade (MA) e adultas na meia-idade treinadas (MAT); Grupos
Ooforectomizados: ooforectomizadas (O) e ooforectomizadas treinado (OT). Dados
comparados por Andlise de variancia de duas vias: valor de p da interagdo representado
por I; valor de p do treinamento fisico representado por TF; valor de p da ooforectomia
representado por Ovx; &p< 0,05 vs. grupos sedentario; #p< 0,05 vs. grupos controle.
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A figura 26 apresenta os parametros hemodindmicos, respectivamente, pressao
arterial sistolica (painel A), pressdo arterial diastolica (painel B), pressdo arterial média
(painel C) e frequéncia cardiaca (painel D). Os grupos experimentais foram equivalentes

nestes parametros.
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Figura 26: Parametros hemodinamicas. A) Pressao arterial sistolica; B) Pressdo arterial
diastolica; C) Pressdo arterial média; D) Frequéncia cardiaca. Grupos sedentarios:
Adultas na meia-idade (MA) e ooforectomizadas (O); Grupos treinados: Adultas na
meia-idade treinadas (MAT) e ooforectomizadas treinadas (OT); Grupos Controle:
Adultas na meia-idade (MA) e adultas na meia-idade treinadas (MAT); Grupos
Ooforectomizados: ooforectomizadas (O) e ooforectomizadas treinado (OT). Dados
comparados por Andlise de variancia de duas vias: valor de p da interagdo representado
por I; valor de p do treinamento fisico representado por TF; valor de p da ooforectomia
representado por Ovx.
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Nao ocorreram modificagdes nos indicadores de variabilidade da pressao arterial
sistolica. Entretanto, o treinamento fisico modificou a sensibilidade barorreflexa testada
através da utilizagdo de drogas vasoativas (Figura 27). O painel A apresenta resposta
bradicérdica reflexa e o painel B a resposta taquicardica reflexa. Nao foram identificadas
modificacdes na reposta taquicardica reflexa, no entanto, os grupos treinados (MAT e

OT) apresentaram maior reposta bradicardica reflexa em relacdo aos grupos sedentarios

(MA ¢ O).
A  Bradicardia reflexa B Taquicardia reflexa
0 e Controle 10
A &  Ooforectomizados a e Controle
2 ° 8- a Ooforectomizados
-2+ o
2 T
I °
S £ 6 ®
E41 o o Valor de p para Anova de £ A b Valor de p para Anova de
£ s duas vias: E 44 o A duas vias:
s | A 10,70 s 10,61
-6 TF:0,04 <, TF:0,07
[ Y= owozs ﬁ o| |8] owo20
3 & a
8 T T 0 T T
Sedentarios  Trainados Sedentarios  Trainados

Figura 27: Sensibilidade barorreflexa. A) Bradicardia reflexa; B) Taquicardia reflexa.
Grupos sedentarios: Adultas na meia-idade (MA) e ooforectomizadas (O); Grupos
treinados: Adultas na meia-idade treinadas (MAT) e ooforectomizadas treinadas (OT).
Grupos Controle: Adultas na meia-idade (MA) e adultas na meia-idade treinadas
(MAT); Grupos Ooforectomizados: ooforectomizadas (O) e ooforectomizadas treinado
(OT). Dados comparados por Analise de variancia de duas vias: valor de p da interagao
representado por I; valor de p do treinamento fisico representado por TF; valor de p da
ooforectomia representado por Ovx. &p< 0,05 vs. grupos sedentario.
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Nao ocorreram alteragcdes nos parametros inflamatérios analisados de forma
isolada (IL-10, TNF-a e IL-6, respectivamente, nos painéis A, B e C da Figura 28). No
entanto, os grupos treinados (MAT e OT) apresentaram redu¢do na razdo TNF-o/IL-10
(painel D) e reducdo na razdo IL-6/IL-10 (painel E) em relagdo aos grupos sedentarios

(MA e O) (Figura 28).
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Figura 28: Mediadores inflamatérios. A) Interleucina 10 (IL-10); B) TNF-a; C)
Interleucina-6 (IL-6); D) TNF-a/IL-10; E) IL-6/1L-10; Grupos sedentarios: Adultas na meia-
idade (MA) e ooforectomizadas (O); Grupos treinados: Adultas na meia-idade treinadas
(MAT) e ooforectomizadas treinadas (OT). Grupos Controle: Adultas na meia-idade (MA)
e adultas na meia-idade treinadas (MAT); Grupos Ooforectomizados: ooforectomizadas
(O) e ooforectomizadas treinado (OT). Dados comparados por Analise de variancia de
duas vias: valor de p da interagao representado por I; valor de p do treinamento fisico
representado por TF; valor de p da ooforectomia representado por Ovx. &p< 0,05 vs.
grupos sedentario; #p< 0,05 vs. grupos controle.
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Nao ocorreram modificagdes nos parametros pré-oxidantes cardiacos (NADPH
oxidase e peroxido de hidrogénio), bem como, ndo ocorreram modificagdes no Nitrito e
na Catalase. No entanto, ¢ possivel observar na Figura 29, que os demais parametros de
estresse oxidativo cardiaco foram modificados pela auséncia de hormonios ovarianos e

pelo treinamento fisico.

Os animais ooforectomizados (O e OT) apresentaram menor atividade de
superoxido dismutase (painel A), maior atividade de FRAP (painel B) e tendéncia de
aumento (p=0,05) na oxidacdo de proteinas nas células cardiacas (Painel D) em relagdo
aos grupos controle (MA e MAT). Os grupos treinados (MAT e OT) apresentaram maior
atividade da enzima superdxido dismutase e menor lipoperoxidagdo das membranas

lipidicas das células cardiacas em relacdo aos grupos sedentarios (MA e OT).
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Figura 30: Estresse oxidativo cardiaco. A) Superoxido dismutase (SOD); B) FRAP; C)
Lipoperoxidacdo (TBARS); D) Oxidacao proteica (carbonilas). Grupos sedentarios:
Adultas na meia-idade (MA) e ooforectomizadas (O); Grupos treinados: Adultas na
meia-idade treinadas (MAT) e ooforectomizadas treinadas (OT). Grupos Controle:
Adultas na meia-idade (MA) e adultas na meia-idade treinadas (MAT); Grupos
Ooforectomizados: ooforectomizadas (O) e ooforectomizadas treinado (OT). Dados
comparados por Andlise de variancia de duas vias: valor de p da interagdo representado
por I; valor de p do treinamento fisico representado por TF; valor de p da ooforectomia
representado por Ovx. &p< 0,05 vs. grupos sedentario; #p< 0,05 vs. grupos controle.



A tabela 5 apresenta o sumario dos resultados do capitulo 3.

Tabela 5. Sumario dos resultados do capitulo 3.
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. Efeito do

A Efeito .

Parametros - treinamento
Ooforectomia ;e
Fisico

Massa muscular; Capacidade Funcional 1 &
Alteracoes morfométricas cardiacas L #
Alteracoes na funcio diastdlica cardiaca 1T# 1&
Sensibilidade barorreflexa (resposta ' &
bradicardica reflexa)
Perfil inflamatorio (TNF-o/IL-10; IL-6/IL-
10) L&
Defesa antioxidante cardiaca (Superoxido - 1 &

dismutase; FRAP)
Dano oxidativo (Lipoperoxidacao) | &

| =reducio do parimetro; T = aumento do parametro; #p< 0.05 vs. grupos
controle; &p< 0.05 vs. grupos sedentarias;
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4.11 Discussao do capitulo 3

No presente capitulo foram avaliados os impactos da privagdo ovariana em
desfechos cardiovasculares, na sensibilidade barorreflexa, perfil inflamatorio e estresse
oxidativo cardiaco, bem como os efeitos do treinamento fisico em camundongos fémeas
com aterosclerose na meia-idade. Os principais achados relacionados a privag¢ao ovariana
foram as alteragdes morfométricas cardiacas, o comprometimento da funcao diastolica
cardiaca, a maior inflamag¢do no baco e as modificacdes na defesa antioxidante no
musculo cardiaco. Os principais achados relacionados ao treinamento fisico foram o
aumento da capacidade funcional, a maior sensibilidade barorreflexa, a menor inflamagao
no bago, a maior defesa antioxidante cardiaca e a menor peroxidacao lipidica no musculo

cardiaco.

Em diversos estudos a ooforectomia ¢ realizada em roedores para induzir um
modelo experimental de menopausa >>°°. Nesta fase da vida sdo esperadas alteragdes na
composi¢ao corporal, com aumento de adiposidade, redu¢ao de massa magra e aumento
139,

no peso corpora Interessantemente, estes desfechos ndo foram identificados no

presente estudo.

O teste de capacidade méxima de corrida em roedores ¢ um método validado para
mensurar a capacidade funcional. Este teste possui grande correlagdo com o consumo
méximo de oxigénio de roedores (Vo2) **. Portanto, é possivel inferir que o treinamento

fisico melhorou o desempenho cardiorrespiratorio nos grupos treinados.

Observou-se que a auséncia dos hormonios ovarianos gerou diversas adaptagoes
na massa cardiaca associada a hipertrofia cardiaca concéntrica, bem como redugdo na
defesa antioxidante enzimatica (| SOD) e aumento de 37.35% (S vs. OS) na oxidagdo

proteica (embora ndo significante estatisticamente, ooforectomia p=0.05) no musculo
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cardiaco. De fato, estes desfechos sdo similares aos observados em ratas fémeas idosas

controle submetidas a privagdo ovariana .

Neste modelo esta bem estabelecido que ha reducao da eficiéncia da valva adrtica
com o processo de envelhecimento ’!. Nos demonstrarmos no capitulo 1 que as alteragdes
na estrutura da aorta podem estar associadas aos prejuizos na fungado diastdlica cardiaca
e na reducdo da sensibilidade do barorreceptores %4, Neste sentido, era esperado observar
prejuizos decorrente do periodo adicional de privacao ovariana resultando em queda nas

propriedades vasodilatores *° e redu¢io adicional na complacéncia arterial.

Vale mencionar que hé evidéncias prévias na literatura sobre os efeitos deletérios
da auséncia dos estrogenos no musculo cardiaco. Alteragdes observadas através de anélise
de expressdo génica, como aumento da expressdo de fibronectina, que ¢ uma importante
proteina da matriz extracelular associada a mediadores pro-inflamatorios; aumento da
expressao de TNF-a, que indica inflamagao associada a desbalanco vascular; aumento de
expressdo de Caspase 3, Caspase 9, e MADD que indicam apoptose de células cardiacas
% s3o alguns exemplos. Desta forma, hipotetizamos que as adaptacdes na estrutura do
musculo cardiaco podem ter sido causadas pelos danos oxidativos associados ao aumento
de quadro pro-inflamatdrio e pro-apoptotico, justificando as alteragcdes morfométricas

cardiacas e a reduciio de funcio diastolica cardiaca em fémeas .

Apesar de o treinamento fisico apresentar capacidade de reverter fenotipos
relacionados ao processo de envelhecimento no musculo cardiaco 7, neste estudo, os
efeitos mais importantes relacionados ao treinamento fisico foram associados ao aumento
de capacidade funcional, a uma melhor ac¢ao antioxidante (aumento de SOD) e a redugao
de danos no tecido cardiaco (redug¢dao da lipoperoxidacdo da membrana lipidica do

musculo cardiaco).
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A auséncia de estrégenos induzida pela privagdo ovariana gera efeitos negativos
nos receptores, causando perda de funcdo a longo prazo. Consequentemente, nesta
situacdo ocorre reducdo das propriedades vasodilatadoras, que tendem a elevar de
maneira cronica os valores de pressdo arterial °>. No entanto, ndo foram observadas

repercussdes hemodindmicas adicionais decorrentes da privagdo ovariana.

O envelhecimento associado a progressao da aterosclerose promove
remodelamento na aorta (corte transversal) em fémeas e machos ApoE-KO 72, bem como,
promove piores desfechos cardiovasculares ’!. Portanto, uma possivel justificativa para
este achado € que os grupos experimentais ja estavam prejudicados pelo proprio processo
de envelhecimento na aterosclerose. De fato, no capitulo 1 o grupo na meia-idade ja
apresenta aumento sistémico dos valores pressoricos em relagdo ao grupo jovem,
demonstrando que o comprometimento hemodinamico ja estava estabelecido neste grupo

experimental.

Por outro lado, o treinamento fisico promoveu melhor sensibilidade dos
barorreceptores. E importante mencionar que j foi demonstrado previamente em outros
modelos experimentais que as modificagdes na atuagdo dos barorreceptores precede as
modificacdes nos outros sistemas ¢!. Além disto, estudos anteriores que prescreveram o
treinamento fisico com maior volume demonstraram uma redugdo do crescimento de
lesdes ateroscleroticas na regido neointima arterial com estabilizagao de lesdes vasculares
em camundongos machos ApoE-KO !*. Desta forma, consideramos que uma possivel

adaptacao do treinamento fisico com maior volume seria a reducdo de valores pressoricos.

O estresse oxidativo e a inflamagdo sdo mecanismos interconectados que criam
um ciclo de retroalimentagdo e impulsionam a progressao das placas de ateroma e a

deterioragdo da matriz extracelular *°. De fato, as espécies reativas de oxigénio em
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excesso sdo importantes sinalizadores moleculares do sistema cardiovascular que
apresentam capacidade de estimular a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e

potencializar processos pro-apoptoticos 5.

Adicionalmente, os processos de inflamag¢do cronica estabelecidos na
aterosclerose estimulam os mecanismos de rompimento das placas, € com o excesso de
células inflamatorias ha o aumento concomitante de espécies reativas de oxigénio
decorrentes das lesdes aterosclerdticas ®. Portanto, a reducdo da a¢do de SOD associado
com a elevacao de oxidacdo proteica de cé€lulas musculares cardiacas indicam que a
auséncia dos hormonios estrogenos podem aumentar a suscetibilidade de piores desfechos

relacionados a progressao da doenga aterosclerotica.

De fato, na aterosclerose as placas de ateroma sdo constituidas por um contetido
rico em lipidios e células inflamatorias (predominantemente macréfagos derivados de
mondcitos, linfécitos T e mastdcitos) 8. A oxidagdo de LDL na camada interna vascular
ativa a atuacdo de macréfagos e monocitos que podem inibir a expressio da SOD .
Portanto, a inibi¢ao deste importante mecanismo de defesa antioxidante pode ter ocorrido

pela acentuagdo dos contetidos aterosclerdticos nos animais ooforectomizados.

Ha indicadores de que a oxidagdo lipidica promovida por lipoperoxidagdo pode
ser gerada por processos ateroscleréticos *°. O anion superéxido ¢ a espécie reativa de
oxigénio mais abundante no organismo humano, podendo promover danos celulares

100 enquanto a enzima SOD é a primeira enzima com agio

como a lipoperoxidagdo
antioxidante contra a a¢dio do anion superdxido '?°. Portanto, o aumento da producio de
SOD nos grupos treinados pode justificar a redugdo de peroxidacao no musculo cardiaco

e reforca a habilidade do treinamento fisico em promover cardioprote¢ao em fémeas com

aterosclerose na meia-idade.
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4.12 Consideracoes finais do capitulo 3

A privagdo ovariana causa hipertrofia cardiaca patoldgica, prejuizos na funcao
diastolica cardiaca e modificagdes na defesa antioxidante cardiaca em fé€meas com
aterosclerose na meia-idade. O treinamento fisico promove aumento de capacidade fisica,
aumento de sensibilidade barorreflexa, redu¢ao de inflamagdo no baco e de estresse

oxidativo cardiaco em camundongos fémeas com aterosclerose ooforectomizadas.
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5 CONCLUSOES

O treinamento fisico aerobico ¢ uma estratégia eficaz para promover beneficios
sistémicos em desfechos cardiovasculares, autondmicos, inflamatérios e de estresse
oxidativo cardiaco em fémeas com aterosclerose expostas ao processo de
envelhecimento.

A privagdo ovariana, por outro lado, gera repercussoes negativas em fémeas com
aterosclerose, especialmente no perfil inflamatério. Quando a auséncia dos estrogenos
ocorre precocemente, observam-se grandes prejuizos na modulacdo autondmica
cardiovascular.

O treinamento fisico demonstrou ser capaz de mitigar os danos mesmo em fémeas
com aterosclerose ooforectomizadas, reduzindo o avanco da inflamag¢ao, melhorando a

sensibilidade dos barorreceptores e diminuindo o dano oxidativo cardiaco.
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