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RESUMO

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma das principais causas de morte ndo s6 no Brasil, bem
como em todo o mundo. A disfuncdo autonémica, os distlrbios respiratérios e o
remodelamento cardiaco constituem importantes preditores de morbidade e mortalidade na
IC. Um dos fatores de risco para a IC é a ingestdo de dieta hiperlipidica, a qual produz
alteracdes cardiovasculares que precedem o desenvolvimento da IC. Foi demonstrado que
ratos hipertensos apresentam aumento da expressao de receptores purinérgicos do subtipo
P2X3 no corpusculo carotideo. A inibicdo dos receptores P2X3 normalizou a elevada
atividade do corpusculo carotideo, além de reduzir a pressdo arterial e a atividade simpatica
basal nestes animais. Dados recentes de nosso laboratério mostraram que a inibicao crénica e
sisttmica do receptor P2X3 foi capaz de reduzir a hiperatividade reflexa do corpusculo
carotideo e prevenir a progressdo da IC em ratos submetidos ao infarto do miocardio.
Portanto, em conjunto, estes dados indicam que os receptores P2X3 podem ser um novo alvo
terapéutico para o tratamento de doencas cardiovasculares. No entanto, ainda ndo héa relatos
na literatura sobre a expressdo e funcdo de receptores P2X3 no coragdo ou vasos sanguineos
durante o desenvolvimento de IC. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a expresséo
dos receptores P2X3 no coracdo, aorta, artéria mesentérica e tecido perivascular da aorta em
ratos controles, ratos com IC e ratos submetidos a dieta hiperlipidica, uma vez que a dieta
hiperlipidica produz alteracdes cardiovasculares que precedem o desenvolvimento da IC em
humanos. A determinacdo da expressao de receptores P2X3 nestes tecidos em animais com
disfuncdo do sistema cardiovascular (IC e submetidos a dieta hiperlipidica) podera identificar
novos mecanismos que justifiguem os beneficios da inibicdo destes receptores no tratamento
de doencas cardiovasculares. A IC foi induzida pelo infarto do miocardio através da ligadura
cirrgica do ramo descendente anterior da artéria coronaria esquerda. Animais sham foram
submetidos a cirurgia ficticia. A dieta hiperlipidica foi composta por rac¢éo balanceada padréo,
amendoim torrado, chocolate ao leite e biscoito de maisena, na propor¢édo de 3:2:2:1. Animais
controles receberam dieta padrdo. Assim, este estudo foi composto por 4 grupos
experimentais: animais sham, IC, animais controles e submetidos a dieta hiperlipidica. Nos
animais submetidos ao infarto do miocardio, observou-se aumento do indice cardiaco e
pulmonar, menor contratilidade e relaxamento do ventriculo esquerdo, o que caracteriza o
desenvolvimento de IC. J& os animais submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram peso
corporal maior em comparacdo aos ratos controles. A expressdo do receptor P2X3 foi

analisada por Western Blotting. Foi detectada a expressao do receptor P2X3 no coracdo, aorta,



artéria mesentérica e tecido perivascular da aorta nos quatro grupos estudados. No entanto, o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca ou a dieta hiperlipidica ndo alterarou a expressao
dos receptores P2X3 nestes tecidos, indicando que nos tecidos estudados, a alteracdo da
expressao dos receptores P2X3 ndo exerce um papel crucial nos mecanismos fisiopatoldgicos

da IC e no modelo de dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: Receptor purinérgico, Insuficiéncia cardiaca, Dieta hiperlipidica.



ABSTRACT

Heart failure (HF) is one of the leading causes of death that occur not just in Brazil but also
worldwide. Autonomic dysfunction, respiratory disorders, and cardiac remodeling are
important factors of morbidity and mortality in HF. One of the risk factors for HF is the intake
of a high-fat diet, which produces cardiovascular changes that precede the development of
HF. Previous studies have demonstrated that hypertensive rats have increased P2X3 subtype
purinergic receptor expression in the carotid body. The inhibition of P2X3 receptors
normalized the carotid body elevated activity and reduced blood pressure and the basal
sympathetic activity of hypertensive rats. Recent data from our laboratory show that chronic
and systemic P2X3 receptors inhibition was able to reduce the carotid body hyperactivity and
prevent the progress of HF in rats. Thus, together, these data indicate that P2X3 receptors can
be a new therapeutic target for treating cardiovascular diseases. However, there are still no
reports in the literature concerning the expression of the P2X3 receptor in the heart or blood
vessels during the development of cardiovascular diseases. Therefore, the purpose of this
study was to determine the expression of the P2X3 receptor in the heart, aorta, mesenteric
artery, and perivascular tissue of the aorta of HF rats, sham rats, control rats, and rats
submitted to a high-fat diet (HFD), once the HFD produces cardiovascular changes that
precede the development of HF in humans. In addition, the determination of P2X3 receptors
expression in the heart, aorta, and resistance vessels of animals with cardiovascular
dysfunction (HF rats and HFD rats) may identify new mechanisms that can justify the benefits
of P2X3 inhibition in the treatment of cardiovascular diseases. HF was induced by myocardial
infarction through surgical ligation of the anterior descending branch of the left coronary
artery. Sham animals underwent sham surgery. HFD was composed of standard rat chow plus
peanuts, milk chocolate, and sweet biscuits in a proportion of 3:2:2:1. Control animals
received a standard diet. Thus, this study was composed of 4 experimental groups: sham
animals, IC, control animals, and HFD. In rats submitted to myocardial infarction, there was
an increase in the cardiac and pulmonary index, reduced contractility, and relaxation of the
left ventricle, which characterizes the development of HF. In HFD, rats had increased body
weight compared to control rats. P2X3 receptor expression was analyzed by Western Blotting.
P2X3 receptor was detected in the heart, aorta, mesenteric artery and perivascular tissue of the
aorta in the four groups studied. However, HF or HFD did not change the expression of P2X3
receptors in these tissues, indicating that in the tissues studied, P2X3 receptors do not play a

crucial role in the pathophysiological mechanisms of HF and HFD model.



Keywords: Purinergic receptor, Heart failure, High-fat diet.
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1. INTRODUCAO

1.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1. A Insuficiéncia Cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) € um problema de saude publica grave, sendo uma das
principais causas mundiais de morte (BRAUNWALD 2015). Estima-se a existéncia de mais
de 38 milhGes de individuos com este diagnostico em todo o mundo (BRAUNWALD 2015,
BENJAMIN et al., 2017). No Brasil, a incidéncia da IC é de 199 casos por 100.000 pessoas
por ano (CIAPPONI et al., 2016). Nos Estados Unidos, é estimado que a IC acometa em torno
de 6 milhdes de americanos acima de 20 anos de idade (VIRANI et al., 2021). Sua
prevaléncia esta em ascensdo devido ao aumento da expectativa de vida, uma vez que a IC
acomete, de forma preponderante, faixas etarias mais elevadas (BENJAMIN et al., 2017).
Desta forma, a IC tem sido, de certa maneira, considerada como uma epidemia, associada a
significativa mortalidade, morbidade, e a elevados investimentos em saude publica,
particularmente entre aqueles individuos com idade > 65 anos (BRAUNWALD 2015,
BENJAMIN et al., 2017).

A IC é uma sindrome heterogénea, na qual uma anormalidade na funcdo cardiaca €
responsavel pela inabilidade do coracdo em prover fluxo sanguineo adequado para atender as
necessidades metabolicas dos tecidos (MUDD & KASS 2008, MANN 2012). A IC ocorre em
algumas doencas cardiovasculares, dentre as quais se inclui o infarto do miocérdio, e consiste,
predominantemente, de disfuncdo do ventriculo esquerdo (VE), reducdo da contratilidade do
miocardio e do débito cardiaco, aumento do volume diastdlico final do VE e reducdo da
reserva cardiaca funcional (MANN 2012). A IC envolve complexa interacdo de varios
mecanismos neuro-humorais, com ajustes circulatorios perifericos e cardiacos, para que 0S
parametros hemodinamicos sejam mantidos em niveis normais. Dentre esses mecanismos
neuro-hormonais, a hiperatividade simpatica, a ativacdo do sistema renina-angiotensina
(SRA) e varias citocinas exercem papel fundamental na fisiopatologia da IC (MUDD &
KASS 2008, MANN 2012). Em decorréncia destes fatores, a disfuncdo autondmica, 0s
distdrbios respiratérios e o remodelamento cardiaco constituem importantes preditores de
morbidade e mortalidade na IC (HANLY e ZUBERI-KHOKHAR 1996, COHN et al., 2000,
LYMPEROPQULOS et al., 2013, NIEWINSKI 2017).
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A IC pode ser induzida pelo infarto do miocérdio (PFEFFER et al., 1979, MUDERS e
ELSNER 2000). No rato, o infarto do miocardio promovido pela ligadura cirdrgica do ramo
descendente anterior da artéria coronaria esquerda resulta em perda consideravel de tecido
ventricular localizada, preferencialmente, na parede anterolateral do ventriculo esquerdo.
Quando a perda de tecido contratil ndo pode ser compensada pelo miocérdio residual, o
ventriculo esquerdo comeca a apresentar sinais de insuficiéncia (PFEFFER et al., 1979).
Ratos com infarto >40% da circunferéncia do VE apresentam alteracdes funcionais e
anatdmicas (remodelamento) do coracdo; além de alteragdes hemodinamicas, autonémicas e
humorais, tipicas da IC, entre 2-6 semanas apds o infarto do miocardio (MUDERS e ELSNER
2000). A disfuncdo do ventriculo esquerdo pode ser caracterizada por reducdo do débito
cardiaco e fracdo de ejecdo, aumento do volume diastélico final, reducdo da complacéncia

ventricular, e, em alguns casos, menor pressao arterial (PA) (PFEFFER et al., 1979).

1.1.1. Dieta hiperlipidica e doencas cardiovasculares

A obesidade possui efeitos adversos sobre o sistema cardiovascular, incluindo o
aumento da pressdo arterial, o qual é um fator de risco para a IC. Além disso, a obesidade
possui efeitos adversos na funcdo e estrutura do coragcdo, e tem sido consistentemente
associada a hipertrofia e dilatacdo do VE, os quais sdo conhecidos precursores da IC
(MESSERLI et al., 1983, HAMMOND et al., 1988, LAUER et al., 1991, ALPERT et al.,
1995).

A ingestdo de dieta hiperlipidica esta relacionada com o aumento da gordura corporal,
e 0 acumulo excessivo de gordura, particularmente no tecido adiposo visceral. Também esté
associada a inflamacdo cronica em diferentes tecidos, incluindo o cérebro, causando
alteracdes metabodlicas que favorecem o desenvolvimento de distarbios cardiovasculares,
devido ao comprometimento da sensibilidade do barorreflexo, aumento da atividade do SRA,
pressdo arterial elevada e consequente reducdo da funcdo cardiaca (ESLER et al., 2006,
FARDIN et al., 2012).

Um tipo de tecido adiposo, chamado tecido adiposo perivascular (PVAT) é um tecido
que circunda a maioria dos vasos sanguineos, com excecao da vasculatura do cérebro (GAO
et al., 2007). Estruturalmente, o PVAT e composto por adipdcitos, fibroblastos, macréfagos e
raros linfécitos T (GRIGORAS et al., 2019). A disfuncdo do PVAT esta associada a danos
vasculares em doencas cardiometabdlicas, incluindo aterosclerose, hipertensdo, diabetes e
obesidade (GUZIK et al., 2006; IGNACAK et al., 2012, FONTES et al., 2020). O PVAT
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libera substancias vasoativas que sdo capazes de modificar o tonus vascular (LOHN et al.,
2002, GAO et al., 2007, GREENSTEIN et al., 2009). Além disso, componentes do SRA sdo
expressos no PVAT das artérias mesentéricas e aorta de ratos saudaveis (GALVEZ-PRIETO
et al., 2008). A disfuncdo vascular observada na IC esta associada a ativacdo do SRA e a
hiperativacdo do SRA no PVAT é fundamental para a disfungdo vascular observada em ratos
com IC (FONTES et al., 2020).

1.1.2. Receptores P2X3

A sinalizagdo purinérgica foi proposta em 1972 e o ATP (Adenosina 5'-trifosfato) foi
identificado como um cotransmissor excitatorio em nervos simpaticos e parassimpaticos
(BURNSTOCK 1972, BURNSTOCK 1978, RALEVIC e BURNSTOCK, 1998). Mais tarde,
o ATP foi identificado como um cotransmissor em nervos do sistema nervoso periférico
(SNP) e no sistema nervoso central (SNC) (BURNSTOCK, 2007).

O ATP ativa dois tipos de receptores: receptores acoplados a proteina G (receptores
P2Y) e canais idnicos controlados por ligante (receptores P2X) (RALEVIC e BURNSTOCK,
1998). A familia dos receptores P2X é composta por sete subunidades (P2X1, P2X2, P2X3,
P2X4, P2X5, P2X6 e P2X7) (NORTH e SURPRENANT, 2000).

O receptor purinérgico do subtipo P2X3 (P2X3) é um canal catibnico, permeavel a
calcio, sodio e potassio (VIRGINIO et al., 1998). Esse receptor foi clonado e identificado em
1995 (CHEN et al., 1995) e tem recebido especial atencdo devido a sua localizacdo e alto
nivel de expressdo em neurbnios aferentes sensoriais (BRADBURY et al., 1998;
BURNSTOCK, 2006; CHEN et al., 1995). Os receptores P2X3 foram localizados
predominantemente em pequenos neurdnios sensoriais nociceptivos juntamente com
receptores heteroméricos P2X2/3, sugerindo seu envolvimento na sinalizacdo nociceptiva
(BRADBURY et al., 1998; BURNSTOCK 2016). Além disso, o ATP é um neurotransmissor
que atua em células receptoras das papilas gustativas, onde transduz os sinais gustativos para
0s nervos gustativos aferentes via receptores P2X3 (BO et al.,, 1999). J& no corpusculo
carotideo, o ATP é um transmissor liberado por células quimiorreceptoras, que ativa 0s
receptores P2X3 em terminacdes das fibras aferentes do nervo sinusal (RONG et al., 2003).

O envolvimento da sinalizagdo purinérgica na fisiopatologia de doencas
cardiovasculares e seu potencial terapéutico tem sido discutidos em patologias como a

insuficiéncia cardiaca, infarto, arritmias, sincope, cardiomiopatia, angina, transplante



20

cardiaco, doenga arterial coronariana, cardiomiopatia diabética, hipertensdo, isquemia,
trombose, diabetes mellitus e enxaqueca (BURNSTOCK 2017).

1.1.3. Hiperatividade simpatica e Receptores P2X3

O sistema nervoso autbnomo modula o sistema cardiovascular por meio das divisdes
simpatica e parassimpatica (SHEPHERD & VANHOUTTE 1979). A acdo simpatica, por
meio da noradrenalina, promove cronotropismo e inotropismo positivos, acelera o
relaxamento cardiaco, diminui a capacitancia venosa, e induz a constricdo dos vasos de
resisténcia (OPIE & HANSENFUSS 2012). Todos estes efeitos tém como objetivo aumentar
o desempenho cardiaco. Ja a acdo parassimpatica sobre o sistema cardiovascular se expressa,
fundamentalmente, por meio de seu mediador quimico acetilcolina, o qual promove uma
resposta cronotropica negativa, e, também, embora menos expressiva, uma resposta inotropica
negativa (SCHWARTZ & DE FERRARI 2011).

O aumento da atividade simpatica na IC é evidenciado pelo aumento dos niveis
plasméticos de catecolaminas (noradrenalina e adrenalina) e elevada atividade de nucleos
centrais responsaveis pela geracdo da atividade simpética (LYMPEROPOULOS et al., 2013).
A relacdo positiva entre a gravidade da IC e a concentracdo de noradrenalina plasmatica é
bem estabelecida (COHN et al., 1984, LYMPEROPOULOS et al., 2013). E consenso que 0
grau de hiperatividade simpatica determina o mau prognostico de pacientes com IC, uma vez
que 0 mesmo esta relacionado a ocorréncia de arritmias e alto grau de mortalidade (COHN et
al., 1984, LYMPEROPOULOS et al., 2013).

Logo apo6s o infarto do miocardio, a ativacdo simpética pode restaurar a funcéo
cardiaca (LYMPEROPOULOS et al., 2013). No entanto, como o insulto cardiaco persiste ao
longo do tempo, a ativacdo simpatica ndo é capaz de manter a funcdo cardiaca, e o coragdo
evolui para um estado de IC descompensada, no qual a hiperatividade simpética continua a
induzir o coracdo a trabalhar em um nivel muito mais elevado do que o mdsculo cardiaco
pode suportar, levando a piora progressiva da funcdo cardiaca (LYMPEROPOULOS et al.,
2013). Deste ponto em diante, a hiperatividade simpatica torna-se um fator negativo na IC,
conferindo efeitos deletérios sobre midcitos e outras células do coragdo insuficiente,
aumentando a morbidade e a mortalidade (LY MPEROPQULOS et al., 2013).

A simpato-excitacdo na IC estd associada & reducdo da sensibilidade dos reflexos
simpato-inibitorios, como o barorreflexo arterial e o reflexo cardiopulmonar (TOSCHI-DIAS

et al., 2017), mas, também, a um aumento da atividade dos quimiorreceptores periféricos
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(PONIKOWSKI et al., 2001, DEL RIO et al., 20la, TOLEDO et al., 2017). Os
quimiorreceptores periféricos monitoram os niveis de oxigénio no sangue arterial de forma
continua, e promovem alteracGes cardiorrespiratorias para garantir o fornecimento adequado
de oxigénio (LAHIRI et al., 2006). Estas células sensiveis ao oxigénio estdo localizadas,
principalmente, nos corpusculos carotideos, e liberam neurotransmissores em resposta a
hipOxia, ativando nervos aferentes que transmitem esta informagdo para os neur6nios da
regido comissural do nucleo do trato solitario (NTS), situado no tronco cerebral (MACHADO
2001, COLOMBARI et al., 2001). No NTS, estes impulsos sdo processados e transmitidos
para outras regides do cérebro envolvidas no controle autondmico, as quais aumentam a
atividade respiratoria, simpatica, e, também, parassimpatica (MACHADO 2001).

Em individuos higidos, os impulsos aferentes originados no corpusculo carotideo sao
minimos ao nivel do mar, mas em varias doencas, como na IC, ele gera altos niveis de
descarga aferente, a qual contribui para a atividade simpética excessiva (LAHIRI et al., 2006).
Notavelmente, a ablacdo dos corpusculos carotideos reduziu a ativacdo de neurdnios pré-
simpaticos no bulbo ventrolateral rostral, recuperou o equilibrio autonémico, com reducéo
significativa da atividade simpatica, diminuiu as arritmias cardiacas, normalizou a
sensibilidade do barorreflexo, além de estabilizar a funcdo respiratoria de ratos com IC
induzida pelo infarto do miocéardio (DEL RIO et al., 2013a). A destruicdo dos corpusculos
carotideos também reduziu, significativamente, o remodelamento cardiaco e melhorou a
fracdo de ejecdo em ratos com IC (Del Rio et al., 2013a).

Dados publicados no renomado periddico Nature Medicine, mostram que, nha
hipertensdo arterial, a excessiva sinalizacdo gerada pelos quimiorreceptores localizados nos
corpusculos carotideos esta ligada aos receptores purinérgicos do subtipo P2X3 (PIJACKA et
al., 2016). Estes autores demonstraram que a expressdo do receptor P2X3 estad aumentada no
corpusculo carotideo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e, também, em neurénios
sensoriais, ligados a resposta quimiorreflexa, no ganglio petroso de SHR. Os resultados
mostraram que esses neurdnios, localizados no ganglio petroso, geram atividade tanto tonica
guanto hiperreflexa em SHR, mas ndo em ratos normotensos; e que ambos os fenbmenos
foram normalizados pelo bloqueio dos receptores P2X3 (PIJACKA et al., 2016). A inibicdo
sisttmica dos receptores P2X3 reduziu a PA e a atividade simpética basal, aléem de ter
normalizado a elevada atividade reflexa do corpusculo carotideo observada em SHR
(PIJACKA et al., 2016). Além disso, dados recentes de nosso laboratério mostraram um
aumento da expressdo dos receptores P2X3 no ganglio petroso de ratos com IC e que a

inibicdo cronica e sistémica dos receptores P2X3 foi capaz de reduzir a atividade excessiva do
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corpusculo carotideo e prevenir a progresséo da IC em ratos com IC (LATARO et al., 2018).
Portanto, em conjunto, estes dados indicam que os receptores P2X3 localizados no corpusculo
carotideo e ganglio petroso podem ser um novo alvo terapéutico para o tratamento da
hipertensdo e IC. No entanto, ainda é desconhecido se receptores P2X3 localizados em outros
tecidos do sistema cardiovascular podem contribuir para os efeitos benéficos induzidos pela
inibicdo sistémica destes receptores em doencas cardiovasculares. Além disso, ainda ndo ha
relatos na literatura sobre a relagdo do receptor P2X3 e a obesidade, a qual é um fator de risco
para a IC. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar, tanto em ratos submetidos a dieta
hiperlipidica, quanto em ratos com IC, a expressdo do receptor P2X3 em outros tecidos que
compdem o sistema cardiovascular; sendo estes: o coracdo, aorta, o tecido perivascular da

aorta e a artéria mesentérica.

1.2.  HIPOTESE

A hipotese desse estudo foi de que hd aumento de receptores P2X3 no coracdo, aorta,
artéria mesentérica e no tecido perivascular da aorta de animais com disfuncdo do sistema

cardiovascular (animais com IC e animais submetidos a dieta hiperlipidica).

1.3.  JUSTIFICATIVA

Como ainda ndo ha relatos na literatura sobre a expressdo de receptores P2X3 no
coracdo ou vasos sanguineos durante o desenvolvimento de IC, o objetivo deste estudo foi
avaliar a expressdo dos receptores P2X3 no coracdo ou vasos sanguineos de ratos com IC e
ratos submetidos a dieta hiperlipidica, uma vez que a dieta hiperlipidica produz alteracdes
cardiovasculares que precedem o desenvolvimento da IC em humanos. A avaliagdo da
expressdo de receptores P2X3 nestes tecidos na IC estabelecida (IC induzida pelo infarto do
miocardio) e, também, em um modelo que apresenta fatores de risco para a IC (dieta
hiperlipidica), podera contribuir para a determinacdo de novos mecanismos que justifiquem os

beneficios da inibicdo destes receptores no tratamento da IC.
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1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo Geral

Avaliar a expressdo de receptores P2X3 em tecidos-alvo do sistema cardiovascular em

ratos com IC e ratos submetidos a dieta hiperlipidica.

1.4.2. Objetivos especificos

1) Caracterizar o modelo de IC e dieta hiperlipidica em ratos;

2) Avaliar a expressdo de receptores P2X3 no coragdo, aorta, artéria mesentérica e tecido

perivascular da aorta de ratos controles, ratos com IC e ratos submetidos a dieta hiperlipidica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.  ANIMAIS

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o protocolo n° 2351090518 na
reunido do dia 13/07/2018.

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

A cirurgia do infarto do miocardio para induzir a IC foi realizada em 10 ratos, dos
quais 8 sobreviveram a cirurgia. A cirurgia ficticia para o infarto do miocardio foi realizada
em 5 ratos, denominados sham. A analise da funcéo cardiaca foi realizada nos 8 ratos com IC,
dos quais 2 ndo sobreviveram e também nos 5 ratos sham, dos quais 1 rato ndao sobreviveu. Os

animais que nao sobreviveram ao experimento ndo foram incluidos nos resultados.
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O tratamento da dieta hiperlipidica foi realizado em 6 ratos. Foram utilizados 6 ratos
como grupo controle, os quais receberam dieta padréao.

Para a analise da expressao do receptor P2X3 por Western Blotting, o nimero total de
animais foi reduzido, pois algumas bandas referentes ao receptor ndo puderam ser

quantificadas.
2.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

2.2.1. Desenho Experimental

O desenho experimental do grupo controle e grupo com IC esta ilustrado na Figura 1.
Os ratos foram submetidos a ligadura da artéria coronaria esquerda para inducdo da IC e ratos
sham foram submetidos a cirurgia ficticia, a qual é semelhante a cirurgia do infarto do
miocardio, porém com a exce¢do da ligadura da artéria coronaria. Ap0Os oito semanas da
cirurgia do infarto do miocérdio foi realizada a analise da funcéo cardiaca e coleta de tecidos

para a avaliacdo da expressdo do receptor P2X3 com a técnica de Western Blotting.

Figura 1: Linha do tempo do protocolo experimental do grupo IC e grupo Sham

Semana Semana
1

8
Cirurgia do Analise da Coleta dos Western
infarto do miocardio funcao cardiaca tecidos Blotting

em ratos e cirurgia
ficticia em ratos sham

Legenda: Os ratos foram submetidos a cirurgia do infarto do miocardio e ratos sham foram submetidos a cirurgia
ficticia. Apds oito semanas foi realizada a andlise da funcdo cardiaca e coleta de tecidos para posterior avaliagao
da expressao do receptor P2X3 por Western Blotting. Imagem da autora.

O desenho experimental do grupo controle e grupo submetido a dieta hiperlipidica esta
ilustrado na Figura 2. Os ratos foram submetidos a dieta hiperlipidica e ratos controle
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receberam dieta padrdo. Apoés sete semanas de tratamento com dieta hiperlipidica foi realizada
a coleta de tecidos para a avaliacdo da expressdo do receptor P2X3 com a técnica de Western
Blotting.

Figura 2: Linha do tempo do protocolo experimental do grupo submetido a dieta
hiperlipidica e grupo controle

Semana Semana
1 7

Inicio do tratamento Coleta dos Western
com dieta tecidos Blotting
hiperlipidica em
ratos e dieta padrao
em ratos controle

Legenda: Ratos foram submetido & dieta hiperlipidica e ratos controle receberam dieta padrdo. Apos sete
semanas foi realizada a coleta de tecidos para posterior avaliagdo da expressdo do receptor P2X3 por Western
Blotting. Imagem da autora.

2.2.2. Inducdo da insuficiéncia cardiaca

A IC foi induzida pelo infarto do miocéardio como descrito por Lataro e cols (2013).
Para realiza¢dao do infarto do miocardio os animais foram anestesiados com Ketamina (90
mg/Kkg, i.p., Uniao Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guagu, SP, BR), Xilazina (10
mg/kg, i.p., Hertape Calier Saude animal S/A, Juatuba, MG, BR) e tramadol (2 mg/Kg, i.p.,
Laboratorio Teuto Brasileiro S.A, Anapolis, GO, BR), e submetidos a intubagio orotraqueal
para ventilacdo mecanica (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA). O coracdo foi exposto
por uma incisao no terceiro espago intercostal, e o ramo descendente anterior da artéria
coronaria esquerda foi identificado, e ligado com um fio de poliéster (4.0, Ethicon, Sdo José
dos Campos, SP, Brasil). Ratos sham foram submetidos a cirurgia ficticia para o infarto do
miocardio, ou seja, passaram por procedimentos semelhantes aos descritos acima, com
exce¢do da ligadura da artéria coronaria. Os animais foram estudados apds 8 semanas da

ocluséo da arteria coronaria esquerda, como descrito por Xu e cols (2012).
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2.2.3. Andlise da funcdo cardiaca

Ap0s oito semanas da cirurgia do infarto do miocardio e da cirurgia ficticia em ratos
sham, os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina (90/10 mg/kg, i.p.) e tramadol (2
mg/Kg, i.p.) e uma canula de polietileno (PE-50, Intramedic, Becton Dickinson and
Company, Sparks, MD, USA) foi introduzida na carétida direita até atingir o interior do
ventriculo esquerdo, onde foi fixada. A canula ventricular foi conectada a um transdutor de
pressdao (MLTO0380; ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia) e os valores batimento a
batimento da pressao ventricular sistolica e diastolica foram detectados por um amplificador
(AVS Projetos, S&o Carlos, Brazil) e um sistema de aquisicdo de dados (PowerLab,
ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia) conectado a um computador. A primeira
derivada da pressao ventricular esquerda (dP/dt) foi calculada e os seus valores maximos e
minimos a cada ciclo cardiaco foram identificados. O valor maximo da dP/dt (+dP/dt)
representa um indice de contratilidade do ventriculo esquerdo, enquanto que o valor minimo

(-dP/dt) representa um indice de relaxamento deste ventriculo.

2.2.4. Dieta hiperlipidica

A dieta hiperlipidica foi composta por racdo balanceada padrdo, amendoim torrado,
chocolate ao leite e biscoito de maisena, na proporg¢éo de 3:2:2:1, como descrito anteriormente
(ESTADELLA et al., 2004, SPERETTA et al., 2012). Essa dieta continha 20g de proteina,
20g de gordura total, 48g de carboidrato e 4g de fibra por cada 100g de dieta. (ESTADELLA
et al., 2004, SPERETTA et al., 2012). Todos os componentes da dieta hiperlipidica foram
moidos, misturados e oferecidos aos animais em forma de pellets. Os animais controles foram
alimentados com dieta padréo. Os animais receberam dieta padrdo (grupo controle) ou dieta
hiperlipidica por sete semanas, como descrito por Speretta e cols (2016) e foram pesados

semanalmente.

2.2.5. Coleta dos tecidos

Em ratos com IC e ratos sham a coleta dos tecidos foi realizada logo apds a analise
da funcdo cardiaca. Nos ratos submetidos a dieta hiperlipidica e ratos controle a coleta dos
tecidos foi realizada sete semanas ap0s o tratamento com a dieta hiperlipidica. Foram

coletados para estudo o coragdo, aorta, artéria mesentérica e tecido perivascular da aorta. Os
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coracGes foram removidos, banhados em solucédo salina (NaCl 0,9%) gelada e pesados para o
calculo do indice de peso cardiaco (formula abaixo). O pulmdo direito foi, também, removido
e pesado para o calculo do indice de peso pulmonar (formula abaixo). A aorta toracica, 0
tecido perivascular da aorta e a artéria mesentérica superior também foram removidos e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80° C para a
realizacdo dos experimentos com a técnica de Western Blotting.

Ap0s a pesagem, o coracdo foi seccionado por corte transversal, equidistante entre o
apice e a base. A porgao apical do coragao foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido

e armazenada em freezer -80°C para os estudos de Western Blotting.

Indice de Peso Cardiaco Peso Cardiaco (mq)

Peso Corporal (g)

Peso Pulmonar (maq)

indice de Peso Pulmonar

Peso Corporal (g)

2.2.6. Expressao de receptores no coracao, aorta, artéria mesentérica e tecido
perivascular da aorta

A expressdo dos receptores P2X3 no coragdo, na aorta, na artéria mesentérica e no
tecido perivascular da aorta foi avaliada por Western Blotting. Foi utilizado 25 pg de cada
amostra. Para a extracdo de proteinas cada amostra foi pulverizada e incubada a 4°C em um
tampao de extracdo com inibidores de protease (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), T-
PER (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), Ortovanadato e PMFS. Ap6s 1 hora, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm, por 20 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
transferido para um tubo e o conteudo de proteina foi determinado pelo método de Bradford.
A leitura foi realizada em espectrofotometro com comprimento de onda de 595 nm. As
proteinas foram separadas por eletroforese, em gel de separagao de acrilamida/bisacrilamida,
e, entdo, transferidas para membrana de nitrocelulose. A eficiéncia da transferéncia foi
verificada pela coloracdo das membranas com Ponceau. Em seguida, as membranas foram
lavadas em H>O deionizada, e submetidas ao bloqueio com tampao TBS-T contendo 10% de
leite molico por 2 horas. Apds esse procedimento, as membranas foram incubadas overnight
com anticorpo primario anti-receptor P2X3 (APR026AN0202, Alomone; Israel, 1:400). Apos



28

cinco lavagens de 10 minutos cada com tampao TBS-T, as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario (170-6515, Bio-Rad Laboratories, California EUA, 1:10.000) por 30
minutos. A B-tubulina (BT) (sc-80005, Santa Cruz Biotechnology, Texas EUA, 1:400) foi
utilizada como controle enddgeno. As proteinas foram detectadas por quimioluminescéncia
utilizando-se o kit ECL (Hybond-ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Amersham, Reino
Unido). As imagens das bandas foram capturadas utilizando-se camera CCD e aparelho
ChemiDoc XRS System (Bio-Rad Laboratories, California, EUA). A quantificacdo da
intensidade das bandas foi feita por densitometria (ImageJ, Wayne Rasband, National Institue
of Health, USA, disponivel na internet no site http://rsb.info.nih.gov/nih-image). Os valores
de densitometria encontrados nas bandas de interesse foram normalizados pelos valores

encontrados na marcacao para o controle enddgeno (BT).

2.2.7. Andélise estatistica

Todos os dados sdo apresentados como médias + erro padrdo da média (EPM). Anova de
duas vias para medidas repetidas (Two-way ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de
Newman-Keuls, foi usada para a comparagdo do peso entre ratos controles e ratos submetidos
a dieta hiperlipidica. As demais varidveis foram avaliadas pelo Teste T de Student ndo
pareado (T-Test). Todas as analises estatisticas e graficos foram construidos com o software
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). O nivel de

significancia foi estabelecido em P <0,05.

3. RESULTADOS

O peso cardiaco, indice de peso cardiaco, peso pulmonar, indice de peso pulmonar, +dP/dt
e -dP/dt dos ratos sham e ratos com IC sdo apresentados na Figura 3. Ratos com IC
apresentaram aumento do peso cardiaco (T-Test, p= 0.001) (Figura 3 A) e aumento do indice
de peso cardiaco (T-Test, p= 0.003) (Figura 3 B) quando comparados aos ratos sham.
Também foi observado maior peso pulmonar (T-Test, p= 0.0154) (Figura 3 C) e indice de
peso pulmonar (T-Test, p= 0.005) (Figura 3 D) em ratos com IC em comparagdo aos ratos
sham. Ratos com IC apresentaram valores de +dP/dt (T-Test, p= 0.001) (Figura 3 E) e -dP/dt

(T-Test, p= 0.003) (Figura 3 F) menores que os ratos sham. No entanto, ndo houve diferenga
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significativa na frequéncia cardiaca entre ratos com IC e ratos sham (T-Test, p= 0,1688)

(Figura 3 G).

Figura 3: Peso cardiaco, indice de peso cardiaco, peso pulmonar, indice de peso
pulmonar, +dP/dt e -dP/dt de ratos sham e ratos com IC
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Legenda: +dP/dt: valor mdximo da primeira derivada da pressao ventricular esquerda; -dP/dt: valor minimo da
primeira derivada da pressdo ventricular esquerda. Ratos com insuficiéncia cardiaca (IC) demonstraram indices
cardiacos e pulmonares aumentados e reducdo da contratilidade do ventriculo esquerdo em comparagdo aos ratos
sham (SH). Os valores sdo apresentados como médias + EPM. T-test. IC (n=6-8); SH (n=4-5). * P<0.05 em
comparacao aos ratos sham.

A expressdo do receptor P2X3 no coragdo, aorta, artéria mesentérica e tecido perivascular
da aorta de ratos com IC e ratos sham esta apresentada na Figura 4. Em cada um dos tecidos
estudados, sendo esses o coracao (Figura 4 A), aorta (Figura 4 B), artéria mesentérica (Figura
4 C) e tecido perivascular da aorta (Figura 4 D), foi detectada a expressdo do receptor P2X3.
No entanto, nenhuma diferenca na expressédo deste receptor entre ratos com IC e ratos sham

foi observada.
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Figura 4: Expressao do receptor P2X3 no coracdo, aorta, artéria mesenteérica e tecido
perivascular de ratos com IC e ratos Sham
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Legenda: O receptor estava presente em cada um dos tecidos estudados (coracdo, aorta, artéria mesentérica e
tecido perivascular da aorta) de ratos com insuficiéncia cardiaca (IC) e ratos sham (SH). No entanto, nenhuma
diferenga entre os grupos foi observada. Os valores sdo expressos como média + EPM. T-Teste. IC (n = 5-8); SH
(n = 4-5).

O peso cardiaco, indice de peso cardiaco e peso corporal dos ratos controle e ratos
submetidos a dieta hiperlipidica sdo apresentados na Figura 5. O peso cardiaco (T-test p=
0,1756) (Figura 5 A), assim como o indice cardiaco (T-test, p= 0,8732) (Figura 5 B), foram
semelhantes nos ratos controles e ratos submetidos a dieta hiperlipidica. Os ratos submetidos

a dieta hiperlipidica apresentaram peso corporal maior (Two-way ANOVA, p=0,0001) do que

os ratos controles (Figura 5 C).
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Figura 5: Peso cardiaco, indice cardiaco e peso corporal de ratos submetidos a dieta
hiperlipidica e ratos controle

A B

2.0+ 5
_ o 5
2 15{ & 241 oo g
S oo Py oo
8 ° o34 | ©
E 1.0 5
Q < 2-
o Q
2 0.5 2
o 5 1

=
0.0 I 0 T
CTL DH CTL DH

600 *
S u]
T 400+
[o]
g = CTL
Q
7]
[]
o

0

] 1
Sem1 Sem2 Sem3 Sem4 Sem5 Sem6 Sem7

Legenda: Ratos submetidos a dieta hiperlipidica (DH) apresentaram maior peso corporal em comparagdo ao
grupo controle (CTL). Os valores sdo expressos como média + EPM. Two-way ANOVA,; T-Teste. DH (n = 6);
CTL (n =6). * P <0,05 em comparacao aos ratos controle.

A expressdo do receptor P2X3 no coracdo, aorta, artéria mesentérica e tecido perivascular
da aorta de ratos controle e ratos submetidos a dieta hiperlipidica esta apresentada na Figura
6. Em cada um dos tecidos estudados, sendo esses o corac¢ao (Figura 6 A), aorta (Figura 6 B),
artéria mesentérica (Figura 6 C) e tecido perivascular da aorta (Figura 6 D), foi detectada a
expressao do receptor P2X3. No entanto, nenhuma diferenca na expressao destes receptores

foi observada entre ratos controle e ratos submetidos a dieta hiperlipidica.
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Figura 6: Expressdo do receptor P2X3 no coracdo, aorta, artéria mesentérica e tecido
perivascular de ratos submetidos a dieta hiperlipidica e ratos controle
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Legenda: O receptor estava presente em cada um dos tecidos estudados (coragdo, aorta, artéria mesentérica e
tecido perivascular da aorta) de ratos submetidos a dieta hiperlipidica (DH) e ratos controle (CTL). No entanto,
nenhuma diferenca entre os grupos foi observada. Os valores sdo expressos como média £+ EPM. T-Teste. DH
(n=4-5); CTL (n=4-6).

4. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou pela primeira vez a expressao do receptor P2X3 no
coragdo, aorta, artéria mesentérica e tecido perivascular da aorta em ratos com IC e ratos
submetidos a dieta hiperlipidica. No entanto, em comparacgdo a seus respectivos controles, 0
desenvolvimento da IC ou a administracdo de dieta hiperlipidica ndo alterou a expressdo

destes receptores nos tecidos estudados.
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O aumento do peso e indice cardiaco em ratos com IC indicam uma consequéncia
notével do infarto do miocérdio, que é o remodelamento do miocérdio sobrevivente ao infarto,
o qual inclui hipertrofia compensatéria dos cardiomidcitos (ANVERSA et al., 1985). Este
remodelamento afeta a funcédo cardiaca e, consequentemente, a progressdo da IC (PFEFFER e
BRAUNWALD 1990, VAN DEL BORNE et al., 2010). Ratos com IC também apresentaram
aumento do peso e indice pulmonar em comparacéo aos ratos sham, indicando acimulo de
liquido no pulméo, o que é consistente com a progressdo da IC (FRANCIS et al., 2001).

Os ratos com IC apresentaram reducdo nos valores de +dP/dt e —dP/dt quando
comparados aos ratos sham, indicando, assim, um déficit significativo da funcdo do VE. O
valor maximo da dP/dt representa um indice de contratilidade do VE, enquanto que o valor
minimo representa um indice de relaxamento deste ventriculo. A reducdo da contratilidade e
relaxamento do VE ocorre devido a perda do tecido contratil em decorréncia do infarto do
miocardio e o remodelamento cardiaco subsequente (FRANCIS et al., 2001, MANN e
BRISTOW 2005, VAN DEN BORNE et al., 2010).

N&o houve diferenca entre a frequéncia cardiaca de ratos sham e ratos com IC. De uma
maneira geral, neste modelo, observa-se taquicardia, que ¢é atribuida ao aumento da atividade
simpatica cardiaca e reducdo do tono vagal (FRANCIS et al., 2001, SCHWARTZ e DE
FERRARI 2011, LATARO et al., 2013). Neste estudo, o registro da frequéncia cardiaca foi
realizado em animais anestesiados, o que altera o controle autonémico do sistema
cardiovascular (AKINE et al., 2001). Assim, em conjunto, esses dados mostram que foi
possivel reproduzir o modelo de IC induzida pelo infarto do miocardio.

No modelo de ratos submetidos a dieta hiperlipidica, foi observado que o peso
cardiaco, assim como o indice cardiaco, foram semelhantes nos ratos controles e ratos
submetidos a dieta hiperlipidica. Resultados similares foram obtidos por outro estudo, no qual
0 peso cardiaco foi semelhante nos ratos controles e ratos submetidos a dieta hiperlipidica
(GONCALVES et al., 2017). Ratos submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram peso
corporal maior do que os ratos controles. Dados semelhantes também foram observados neste
modelo de dieta hiperlipidica por outros pesquisadores (SPERETTA et al., 2016), o que
indica que houve reproducdo do modelo experimental estudado.

O receptor P2X3 é uma subunidade da familia dos receptores P2X, 0s quais sdo canais
ibnicos ativados por ATP extracelular (NORTH e SURPRENANT, 2000). Sete subunidades
(P2X1-7) dessa familia de receptores foram identificadas (NORTH e SURPRENANT, 2000).
A sinalizacdo purinérgica é transduzida de maneira especifica para células e receptores,
dependendo das concentracBes locais de ATP (NORTH 2016). Os receptores P2X3 séo
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sensores de ATP, que se comportam como moduladores de respostas neuronais em uma
variedade de contextos fisioldgicos diferentes (NORTH 2016). No entanto, ainda ndo esta
bem elucidado como sua expressdo e funcdo sdo moduladas por mecanismos moleculares
ativados durante um processo patologico cronico (NORTH 2016).

Os mediadores inflamatérios influenciam a expressdo neuronal de nociceptores e
canais ibnicos, incluindo receptores de ATP, o que contribui para a atividade espontanea das
fibras sensoriais, levando a um circulo vicioso de hiper-responsividade patologica (ELLIS e
BENNETT, 2013). Em cultura de ganglios sensoriais, o desenvolvimento de um perfil
neuroinflamatério induz a liberacdo de mediadores enddgenos, incluindo citocinas e ATP,
para reforcar a ativacdo de células inflamatdrias e potencializar a ativagdo dos receptores
P2X3, o que amplifica a sinalizacdo nociceptiva (FABBRETTI, 2013). Assim, estimulos
inflamatdrios podem modular a fungdo do receptor P2X3 em associacdo com o0 aumento de
atividade de células do sistema imune (FABBRETTI, 2013, FRANCESCHINI et al., 2013).

A expressdo do receptor P2X3 e receptor P2X2 foi relatada anteriormente no atrio e
ventriculos, bem como em neurdnios nos ganglios petrosos e nodosos (SONG et al., 2012). A
literatura mostra que o ATP é um mediador liberado localmente durante o infarto agudo do
miocardio (XU et al., 2005). Especula-se que o receptor P2X3 é o principal subtipo envolvido
na nocicepgdo mediada por ATP no coragdo. Evidéncias mostram que entre os subtipos dos
receptores P2X, a intensidade de imunorreatividade dos receptores P2X3 no géanglio nodoso,
0 qual é um ganglio sensorial do SNP, ¢ a mais forte (XIANG et al., 1998). Assim, foi
demonstrado que a isquemia do miocardio ativa um subgrupo de neurénios aferentes
simpaticos cardiacos que transmitem informacdes nociceptivas ao sistema nervoso central
para desencadear a nocicepcao cardiaca (PAL et al., 1989; PAN e LONGHURST, 1995; PAN
et al., 1999; TIEN-ALOOI et al., 1998). Especula-se que a isquemia miocardica estimule a
liberacdo de ATP potencialmente responsavel pela ativacdo de neurbnios aferentes cardiacos
nociceptores (WANG et al., 2008). A ativacdo destas aferéncias cardiacas, por sua vez,
ativaria reflexamente os neurbnios eferentes cardiacos simpaticos. A ativacdo reflexa de
neurdnios eferentes cardiacos aumentou o dano cardiaco, avaliado pelo aumento dos niveis de
lactato desidrogenase, creatina quinase e a isoforma MB da creatina quinase (CK-MB), os
quais sdo biomarcadores de dano cardiaco (WANG et al., 2008). Foi relatado, também, que
houve um aumento da expressdo de mRNA e proteina do P2X3 no coracdo e aumento da
expressdo da imunorreatividade e mMRNA do P2X3 em ganglios nodosos, devido a liberacdo
de ATP, apo6s lesdo isquémica aguda do miocardio em ratos (WANG et al., 2008). Além
disso, o0 antagonismo do receptor P2X3 reduziu a expressao do mRNA e da proteina do P2X3
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no coragdo, em ratos com lesdo isquémica aguda do miocardio, corroborando com a hipétese
de que o receptor P2X3 estd envolvido na transmissdo nociceptiva apos o infarto do
miocardio, e que o antagonismo do receptor P2X3 nesta situacdo poderia proteger a funcédo
cardiaca (WANG et al., 2008). No presente estudo ndo observou-se alteracdo da expressdo do
P2X3 no coracdo de ratos com IC. Assim, especulamos que, embora os receptores P2X3
possam estar envolvidos na transmissdo da nocicepgdo cardiaca mediada por ATP, na IC
crbnica a nocicepc¢éo cardiaca € reduzida ap6s o remodelamento cardiaco, o qual é consistente
com a progressdo da IC.

A expressdo do receptor P2X3 e receptor P2X2 também foi previamente descrita em
terminais das fibras nervosas do seio carotideo, arco aortico e veia cava (SONG et al., 2012).
No presente estudo, avaliamos a expressao do receptor P2X3 na aorta toracica, a qual € um
vaso caracteristico de condutancia, e na artéria mesentérica superior, a qual € um vaso de
resisténcia (MULVANY e KORSGAARD, 1983). A literatura mostra que a elevada
resisténcia vascular encontrada em pacientes e ratos com IC atua como um mecanismo
compensatdrio, contribuindo para manter a pressdo arterial, enquanto que a longo prazo,
contribui para agravar os sintomas desta patologia (LEDOUX et al., 2003, SCHRIER e
ABRAHAM, 1999). Além disso, a IC induzida pelo infarto do miocardio promove alteragdes
na fungédo endotelial, bem como na reatividade miogénica, e estes fatores estdo associados a
mudangas no ténus vascular (COUTO et al., 2015, GSCHWEND et al., 2003). Na obesidade
também é observada a disfuncdo endotelial causada pelo estado inflamatério crénico, que
induz desregulacdo das acGes enddcrinas e paracrinas dos fatores derivados dos adipécitos, 0s
quais interrompem a homeostase vascular e contribuem para a disfungéo endotelial (CAMPIA
et al.,, 2012). Porém, ainda ndo h& relatos na literatura que mostrem a expressdo e
funcionalidade do receptor P2X3 na aorta e artéria mesentérica. No presente estudo foi
demonstrado que o receptor P2X3 é expresso tanto na aorta quanto na artéria mesentérica,
porém, ndo ha alteracdo da expressdo desse receptor nesses tecidos em animais com IC ou
animais submetidos a dieta hiperlipidica. A literatura mostra que tanto na obesidade, quanto
na IC, ha aumento de citocinas circulantes (BRAUNWALD 2015, ORTEGA-LOUBON et
al., 2019). O receptor P2X3 foi identificado por RT-PCR em macréfagos alveolares de
camundongos, porém, apenas 0s receptores P2X4 e P2X7 s&o funcionais nessa célula e
participam da resposta imune do pulmédo (KESSLER et al., 2011). No presente estudo foi
detectada, pela primeira vez, a expressdo do receptor P2X3 no tecido perivascular da aorta,
composto por adipocitos e células do sistema imune (GRIGORAS et al., 2019), no entanto, a

IC e a dieta hiperlipidica néo alteraram a expresséo deste receptor neste tecido.
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Ainda assim, a inibicdo dos receptores P2X3 se mostra como potencial alvo
terapéutico, exercendo um papel crucial no controle da sensibilidade dos quimiorreceptores
do corpusculo carotideo, como ja relatado anteriormente, em um estudo que mostra que a
inibicdo dos receptores P2X3 em SHR normalizou a hiperreflexia do corpusculo carotideo e
levou a reducdo da pressao arterial e da atividade simpatica basal nestes animais (PIJACKA et
al., 2016). Além disso, um estudo recente de nosso laboratério demonstrou pela primeira vez,
em ratos com IC cronica, o aumento da expressdo de receptores P2X3 localizados no ganglio
petroso, 0 que contribui para a hiperreflexia do corpusculo carotideo, e consequente aumento
da atividade simpatica (LATARO et al., 2018). Neste estudo, o antagonismo farmacol6gico
dos receptores P2X3 no corpulsculo carotideo normalizou a quimiossensibilidade periférica e
reduziu a atividade simpatica, atenuando a progressao da IC (LATARO et al., 2018).

Desse modo, no presente estudo foi demonstrado que ndo houve aumento da expressao
dos receptores P2X3 no coracdo, aorta, artéria mesentérica e tecido perivascular da aorta de
ratos com IC ou tratados com dieta hiperlipidica e, portanto, conclui-se que a alteracdo da
expressao destes receptores P2X3 localizados nesses tecidos ndo exerce um papel crucial nos
mecanismos fisiopatoldgicos da IC ou no modelo de dieta hiperlipidica, o qual é um fator de
risco para IC. Estes dados indicam que os efeitos benéficos observados previamente com
administracdo sistémica de antagonistas de receptores P2X3 em SHR e ratos com IC estdo
quimiorreflexo, localizados no corpusculo carotideo e ganglio petroso, como previamente
demonstrado (PIJACKA et al., 2016, LATARO et al., 2018).

5. CONCLUSAO

Nos animais submetidos ao infarto do miocardio, observou-se aumento do indice
cardiaco e pulmonar, menor contratilidade e relaxamento do ventriculo esquerdo, o0 que
caracteriza o desenvolvimento de IC. Ja os animais submetidos a dieta hiperlipidica
apresentaram peso corporal maior em comparagédo aos ratos controles. Assim, conclui-se que
foi possivel reproduzir e caracterizar os dois modelos experimentais propostos pelo estudo.

A expressdo do receptor de P2X3 foi detectada nos tecidos estudados, sendo esses 0
coragdo, aorta, artéria mesentérica e no tecido perivascular da aorta, mas ndo houve diferenca
na expressdo desse receptor entre 0S grupos experimentais propostos por esse estudo,
sugerindo que nesses tecidos a alteracdo da expressao dos receptores P2X3 ndo exerce um

papel crucial nos mecanismos fisiopatologicos da IC e no modelo de dieta hiperlipidica.
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Certificamos que a proposta intitulada "RECEPTORES PURINERGICOS NO CORPUSCULO CAROTIDEO COMO NOVO ALVO PARA O
TRATAMENTO DA INSUFICIENCIA CARDIACA ", protocolada sob o CEUA n2 2351090518, sob a responsabilidade de Renata Maria
Lataro - que envolve a produgao, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com
o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 13/07/2018.

We certify that the proposal "P2X3 receptors as a new target for heart failure treatment.", utilizing 18 Heterogenics rats (18
males), protocol number CEUA 2351090518, under the responsibility of Renata Maria Lataro - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of 07/13/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 08/2018 a 07/2019 Area: Ciéncias Fisioldgicas

Origem: Biotério Central

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 70 a 90 dias N: 18
Linhagem: Wistar Peso: 270a310g

Resumo: A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma das principais causas de morte nao sé no Brasil, bem como em todo o mundo. A
disfuncdo autondmica, os disturbios respiratérios, o remodelamento cardiaco e vascular constituem importantes preditores de
morbidade e mortalidade na IC. O papel desempenhado pelos quimiorreceptores periféricos na progressao da IC tem recebido
particular atencao devido as evidéncias de que o aumento da fungdo quimiorreflexa contribui para a disfungdo autonémica, para os
padrdes respiratérios anormais, e aumento da mortalidade na IC. Portanto, ferramentas terapéuticas destinadas a normalizar a
atividade quimiorreflexa mediada pelo corpuUsculo carotideo pode ser um potencial alvo para o tratamento da IC. Dados recentes,
publicados no renomado periédico Nature Medicine, mostraram que, na hipertensao arterial, a excessiva sinalizagao gerada pelos
quimiorreceptores localizados nos corpusculos carotideos estd ligada aos receptores purinérgicos do subtipo P2X3 (P2X3). A
inibicao sistémica dos receptores P2X3 normalizou a elevada atividade quimiorreflexa do corpusculo carotideo e reduziu a pressao
arterial em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Além disso, dados prévios de nosso grupo demonstraram, em ratos com IC,
um aumento da expressao de receptores P2X3 no ganglio petroso, onde estdo localizados neurdnios sensoriais ligados a resposta
quimiorreflexa. Neste mesmo estudo, observou-se que a inibigao crénica dos receptores P2X3 em ratos com IC reduziu a atividade
excessiva dos quimiorreceptores carotideos, atenuou a disfuncdo respiratéria, melhorou a modulacao autonémica cardiaca,
preveniu a progressao da disfuncao ventricular, reduziu a hipertrofia cardiaca e a concentracao plasmatica de peptideo natriurético
atrial. Em conjunto, estes dados demonstraram que o tratamento crénico com o inibidor do receptor P2X3 reduziu a atividade
excessiva do corpusculo carotideo e preveniu a progressao da IC em ratos submetidos ao infarto do miocardio, indicando que os
receptores P2X3 podem ser considerados um novo alvo clinico para o tratamento da IC. Porém, ainda nao ha relatos na literatura
da presenca, ou auséncia, de receptores P2X3 no coragao ou vasos sanguineos. A identificagao de receptores P2X3 no coragao e
vasos sanguineos de animais com disfungao do sistema cardiovascular podera apontar novos mecanismos, relacionados a estes
tecidos, que justifiquem os beneficios da inibicdo destes receptores no tratamento da insuficiéncia cardiaca. A obesidade produz
alteragdes cardiovasculares que precedem o desenvolvimento da IC em humanos. A avaliacdo da expressao de receptores P2X3
em um estdgio anterior da faléncia cardiaca podera contribuir para o entendimento de possiveis alteragdes da expressao deste
receptor durante a evolugao da doenga. Portanto, o objetivo deste estudo sera avaliar a expressao dos receptores P2X3 no coragao,
artérias mesentéricas (vasos de resisténcia) e aorta (vaso de condutancia) de ratos controles, ratos com IC e ratos obesos. Serao
utilizados ratos Wistar adultos (300 a 320 g). A IC serd induzida pela ligadura da artéria corondria, e a expressdo de receptores
P2X3 serd avaliada apés seis semanas do procedimento cirlrgico. A obesidade sera induzida por dieta hiperlipidica. Ratos higidos
receberdo dieta hiperlipidica por seis semanas, que serd composta por racdo balanceada padréo, amendoim torrado, chocolate ao
leite e biscoito de maisena, na proporgao de 3:2:2:1. O coragao, artéria mesentérica e aorta serao removidos e utilizados para a
andlise da expressao do receptor P2X3.

Local do experimento: Os experimentos serdo realizados no Laboratdrio de Fisiologia Cardiometabdlica Aplicada ao Exercicio,
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