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RESUMO

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que o desempenho
cardiaco de ratos, com mesma area de cicatriz, aos 30 e 60 dias apds infarto
agudo do miocardio (IAM), depende da presenga ou ndo de sinais de
insuficiéncia cardiaca (IC). Considerando esta dicotomia funcional identificada
na fase cronica, o objetivo deste estudo foi avaliar a contratilidade do ventriculo
direito (VD) em uma fase precoce (7 dias) apdés IAM in vivo e in vitro. Ratos
Wistar (220 e 240 g) foram divididos em 3 grupos: controle (SHAM), infartado
sem sinais de IC (INF) e infartado com sinais de IC (IC), este identificado pelo
aumento da presséao diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDfVE), da razéo
entre os pesos do VD pelo peso corporal e também peso do pulméo pelo peso
corporal. Ao final de 7 dias, os animais foram anestesiados e preparados para
as medidas das pressodes intraventriculares direita e esquerda. Em seguida, os
coracdes foram isolados e nutridos com solugdo de Krebs a 33°C, pH 7,35
usando a técnica de Langendorff. A contratilidade do VD foi avaliada através da
medida das pressdes intraventriculares direita e de sua primeira derivada
temporal (dP/dt), frente a: curva estiramento-tensdo (0 até 30 mmHg), dose
unica de angiotensina | 20 nM (ANG 1), angiotensina Il 20 nM (ANG II),
isoproterenol (10° nM) e concentracdo crescente de calcio (0,62 a 3,5 mM). A
analise hemodindmica evidenciou aumento das pressoes sistélica (PSVD) e
diastdlica final (PDfVD) do VD no grupo IC comparado aos grupos INF e
SHAM. (PSVD; SHAM=29+2,2; INF=28422; 1C=40+2,3** mmHg ; PDfVD:
SHAM=1,13%0,2; INF=1,33%0,3; IC=2,2+1,2**mmHg; dP/dt+ VD:
SHAM=971£191; INF=1228 + 239; IC=1915£210* mmHg/s, * P < 0,05 vs
SHAM; # P < 0,05 vs INF). No ventriculo esquerdo (VE), a pressao sistdlica
(PSVE) foi menor nos grupos INF e IC comparadas com o grupo SHAM
(SHAM=104+1,58; INF=92+1,17"; IC=95+2,9° mmHg, * P < 0,05 vs SHAM) e a
pressao diastdlica final do VE foi maior somente no grupo IC (SHAM=3,3510,9;
INF=3,6+0,9; 1C=18+1,5 mmHg, * P < 0,05 vs SHAM) dP/dt- VE
(SHAM=5563+353 INF=4330+316 mmHg/s, 1C=4653 + 224 * P < 0,05 vs
SHAM). Os grupos apresentaram a mesma area de cicatriz (INF= 31,6 £ 1,6 vs
IC= 30,8 + 0,8 %). No estudo do coragao isolado, o grupo IC apresentou

reducdo da contratilidade para todos os parametros analisados, com exceg¢ao
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da melhora da capacidade de responder ao estiramento. Entretanto, ANG | e
ANG Il ndo promoveram nenhum efeito inotropico nos grupos estudados.
Podemos concluir que a fungado de bomba do VD, “in vivo”, esta preservada no
grupo INF e exacerbada no grupo IC. Por outro lado, a andlise do VD, na
preparacao de coragao isolado, confirmou a manutengao da contratilidade do
grupo INF. No grupo IC as respostas inotropicas ao Ca®* e B-adrenérgica
estavam prejudicadas sem modificacdo na resposta a ANG Il. Estes resultados
demonstram a precocidade da dicotomia funcional em ratos aos 7 dias apos
IAM com mesma éarea de cicatriz. Enquanto o desempenho do VD no grupo
INF mantém-se preservado, no grupo IC, esta fungdo esta prejudica in vitro,

porém exacerbada in vivo.
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CORRIGIR APOS A CORRECAO FINAL DO RESUMO.

ABSTRACT

Previously results from our laboratory have demonstrated a different
ventricular performance in rats with same scar size (SS) depending on the
presence of signals of heart failure (HF) at 30 and 60 days after myocardial
infarction (MI). The aim of this study was to analyze the right ventricle (RV)
contractility in an early phase (7 days) after MI. Wistar male rats (220 e 240 g)
were divided in: control (SHAM), infarct (INF) and infarct with signs of HF (HF).
The hearts were isolated and perfused with Krebs solution, 33°C, pH 7.35 using
Langendorff technique. The RV contractility was assayed by measuring RV and
the first temporal derivative of pressure (dP/dt) during length-tension curves
from 0 to 30 mmHg, a single dose of angiotensin | 20 nM (ANG I), angiotensin I
20 nM (ANG |Il), isoproterenol (10° nM) and during increment of Ca?*
concentration (0.62 to 3.5 mM). The RV systolic pressure (RVSP) and the RV
end diastolic pressure (RVEDP), assessed in vivo, were higher in the HF group
(30.8 £ 0.8 %), whereas in the INF group, with same SS (31.6 £ 1.6 %), it
remained unaltered (RVSP: SHAM=29+2.2; INF=28+2.2; HF=40+2.3** mmHg ;
PDfVD: SHAM=1.130,2; INF=1.33+0,3; HF=2.2+12*mmHg; dP/dt+ RV:
SHAM=971£191; IC=1915+210* mmHg/s, *p<0.05). The “in vivo” left ventricle
pressures were different among groups (LVSP: SHAM=104+1.58;
INF=92+1.17"; HF=95+2.9° mmHg; LVEDP: SHAM=3.35+0.9; INF=3.6+0.9;
HF=18+1l5 mmHg, * P<0.05). In the Langendorff perfused hearts, the RV
isovolumic systolic pressure (RVISP), +dP/dt and -dP/dt in response to
increment in the Ca?* concentrations and to isoproterenol were reduced in the
HF group and preserved in the INF group. The perfusion with ANG | and ANGII
did not induced a inotropic response in all groups. The results demonstrated
that, in vivo, the RV function is preserved in the INF group and increased in IC
group. On the other hand, in the isolated heart the contractility was preserved in

the INF, but it was reduced in the IC. In conclusion, it was demonstrated that
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early after Ml animals with same scar size may present or not HF. The RV

contractility was preserved only in the M| animals without signals of HF.

INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

Dentre as principais afeccbes do mundo moderno, a doenca
cardiovascular é a lider em mortalidade (American Heart Association, 2009).
Doencas como a  hipertensdo arterial, aterosclerose coronariana,
cardiomiopatias, miocardite e ma formagédo cardiaca congénita sdo as
principais causas das disfuncdes do coracédo (Dhalla et al., 1993; Lloyd-Jones
et al., 2002). Dessas doencas, o infarto agudo do miocardio (IAM) € a mais
comum, levando a insuficiéncia cardiaca (IC) e a morte na populagdo adulta
(Barreto et al., 1998).

A IC é, nos Estados Unidos, o maior problema de saude publica do pais,
possuindo cerca de 5 milhdes de pacientes diagnosticados e cerca de 500 mil a
cada ano. A desordem gera de 12 a 15 milhdes de visitas médicas e cerca de
6,5 milhdes de internacado hospitalar por dia a cada ano (American College of
Cardiology & American Heart Association, 2005).

No Brasil, ndo existe uma pesquisa especifica que mostre a incidéncia da
IC, mas segundo dados do Sistema Unico de Saude (SUS), através do
Ministério da Saude, no ano 2000 os hospitais publicos tiveram cerca de 328
mil internagdes e 28 mil Obitos devido a esta afecgédo. Ja no ano de 2007, os
hospitais publicos tiveram 1.156.136 de internagdes decorrentes de problemas
cardiovasculares. Neste periodo, a IC foi considerada a terceira maior causa de
internagdes hospitalares (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2009).

A maioria dos pacientes com IC, cerca de 80%, possui idade acima de 65
anos. Além da piora da qualidade de vida, levando na maioria das vezes a
aposentadorias precoces, um terco dos pacientes que foram diagnosticados
com insuficiéncia cardiaca morre 12 meses apdés o diagnostico, e apenas a

metade dos pacientes que possuem a doenga sobrevive 5 anos depois.
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(American College of Cardiology & American Heart Association, 2005;
Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2002; Lloyd-Jones, 2002).

Os custos da insuficiéncia cardiaca nos EUA foram de aproximadamente
38.1 milhoes de ddlares em 1991, o que correspondeu a 5,4% de todo o custo
da saude publica americana, e aproximadamente 500 milhées de ddlares séo
gastos com medicamentos para o tratamento da insuficiéncia cardiaca, nos
Estados Unidos (American College of Cardiology & American Heart
Association, 2005).

Segundo Araujo et al. (2005), o gasto, no periodo de 1 ano, com a
internagdo de pacientes no seguimento ambulatorial de cardiologia da
Universidade Federal Fluminense (UFF) foi de R$ 444.445,20, sendo que esse
valor representou 39,7% no custo direto de internac¢des e 38,3% do custo direto
com medicamentos do hospital. Segundo dados do DATASUS, em 2005, o
custo total da IC no Brasil foi de aproximadamente 250 milhdes de reais.

1.2 FISIOPATOLOGIA DA INSUFICIENCIA CARDIACA.

A IC é definida como sindrome clinica decorrente da incapacidade de o
coragdo manter suficiente volume de ejegcdo para manutengdo das
necessidades metabdlicas do organismo em diferentes situagdes funcionais
(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2009).

Em humanos o diagndstico da IC se baseia em sinais e sintomas do
coragao insuficiente, como a dispnéia e a fadiga. Nos modelos atuais o
diagndstico da IC é dado através do historico do paciente, dos exames fisico e
laboratorial, do eletrocardiograma, da radiografia do térax, e do
ecocardiograma (Shamsham e Mitchell, 2000). Normalmente, para classificar a
IC é utilizado o quadro de classificagado para as doengas cardiacas da “New
York Heart Association” (Leving, et al., 1994) e que tem o seu quadro dividido

em quatro classes funcionais:

Classe Funcional | — Paciente assintomatico em suas atividades fisicas

habituais.
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Classe Funcional Il — Paciente assintomatico em repouso. Sintomas sao
desencadeados pela atividade fisica habitual.

Classe Funcional Ill — Paciente assintomatico em repouso. Atividade
menor que a habitual causa sintomas.

Classe Funcional IV — Paciente com sintomas (dispnéia, palpitagcbes e

fadiga), ocorrendo as menores atividades fisicas e mesmo em repouso.

Nos modelos experimentais ndo existem critérios clinicos classificatorios
como para os humanos. No modelo experimental de IAM, a IC esta relacionada
com as alteragdes hemodinamicas e estruturais no coragdo e no pulmao, como
aumento de peso dos ventriculos e aumento de peso no pulméo (Pereira et al.,
2005).

Para entender melhor a fisiopatologia e o desenvolvimento das doencgas
cardiacas, tem sido utilizado estudos em laboratérios com modelo animal
simulando as doencgas e as condi¢gdes peculiares a cada processo patoldgico.
Normalmente o rato € escolhido por ser mais atrativo na realizagdo da oclusao
da coronaria, o que geralmente cursa com um infarto transmural da parede livre
do ventriculo esquerdo (VE). A primeira descricdo do método da ocluséo
coronariana foi realizada em 1954 por Johns e Olson. O infarto do
cardiomiécito do rato leva a alteragdes na fisiologia cardiaca, sendo
reproduzido em uma perda global da fungédo do VE. Nos anos 70 e 80, estudos
mostraram dados referentes da disfungcdo ventricular e da area de infarto apés
lesdo do miocardio artificialmente. Foi visto que o rato possui uma evolucéo
muito rapida ap6s o infarto, em 3 semanas apds a isquemia a cicatriz esta
totalmente desenvolvida com um tamanho que variam entre 15% a 60% da
area do ventriculo esquerdo, e mantém todas as alteragbes no remodelamento
apods o infarto com hipertrofia do VE da area remanescente, e do ventriculo
direito (VD) e alteracédo da fungdo das camaras cardiacas (Pfeffer et al., 1991;
Fletcher et al., 1981; Dahlla et al., 2006; Lal et al., 2005, Dahlla et al., 2006).
Além disso, Pfeffer et al. (1979), descreveram que o tamanho da area da lesao
causada pelo o infarto do miocardio era de suma importancia para as
alteragdes hemodinamicas ventriculares, sendo este um dos motivos para o

desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca. Baseando nesses estudos, varios
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laboratorios exploram as alteragbes estruturais, funcionais e bioquimicas no
IAM e na IC (Gaballa & Goldman, 2002).

Para tentar manter a fracdo de ejegdo adequada, o coragao langa méo de
adaptagdes. A hipertrofia de toda massa cardiaca remanescente e a alteragéo
do formato e do tamanho da camara ventricular com a dilatacdo sdo as
principais alteragdes macroscopicas que ocorrem diretamente no coragao
(Wikman-Coffelt et al., 1979; Dhalla et al., 1987). Por outro lado, o organismo
se adapta para manter as suas necessidades metabdlicas basicas normais. Os
mecanismos de adaptacdo e remodelamento envolvem a regulagdo neuro-
humoral, com aumento da atividade simpatica, liberacdo de endotelina e
ativacdo do sistema renina angiotensina aldosterona (Parcker, 1988;
Swedberg, 1990; Parmley, 1995; Nicholls et al., 1996).

O conceito de remodelamento foi abordado por Janice Pfeffer e
colaboradores estudando a causa e o padrao do aumento da dilatacdo e da
perda da fung¢do do VE apds o INF em ratos.

O remodelamento apds o INF inicia-se nas primeiras horas apds a lesao.
A distensao do ventriculo e a diminuicdo da espessura, tanto da area infartada
quanto da area nao infartada, sdo consequéncias desse remodelamento.
Subsequente, a area infartada hipertrofia, freqientemente sem alteracdo da
relacdo do peso do VE sob o peso corporal (Mohamed et al., 2002; Korup et al.,
1997). Sabe-se que na fase inicial da doengca essas modificagdes sao
benéficas ao organismo, mas em longo prazo, a exposigao aos estimulos leva
a deficiéncia e progresséo da IC (Dhalla et al., 1993; Dhalla et al., 1979).

Estudos mostram que a interacéo do estresse da parede ventricular e as
substancias liberadas de forma continua, e em longo prazo, apds o INF levam
ao processo de remodelamento do coragdo, gerando hipertrofia do
cardiomiocito e modificagdo da matriz extracelular. (Zhu et al., 2003; EI-Sabban
et al., 2000; Berthonneche et al., 2005; McEImurray et al., 1999; Kawano et al.,
2005; Lijinen & Petrov, 1999; Mohamed et al., 2002; Pfeffer & Braunwald 1990).

O aumento do estresse de parede decorre da sobrecarga de volume
gerado pela perda da massa ventricular infartada. O estresse gerado sobre a
camara cardiaca favorece ao aumento da area ventricular e a hipertrofia da
massa ventricular remanescente. O estresse de parede se refere a quantidade

de forga ou tensdo existente na parede do miocardio e age em cada célula
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miocardica num dado momento (Jones, 2000). O estresse de parede pode ser
entendido através da descricao da lei de Laplace, onde temos que: estresse de
parede = pressao ventricular x raio interno ventricular/ 2 x espessura da parede
(Jones, 2000).

A hipertrofia do VE ap6s o INF é caracterizada pelo aumento da massa
ventricular com dilatagdo da camara cardiaca (Opie et al., 2006). Ao VD é
imposto um aumento de pressao arterial pulmonar devido a congestdo e
aumento de pressao diastolica do VE, levando a hipertrofia concéntrica da
camara cardiaca direita (Haddad et al., 2008).

Essas alteragcbes macroscopicas, muitas vezes, sdo atribuidas a
modificagdes microscopicas relacionadas as atividades das células do sistema
cardiaco. Um aspecto muito estudado hoje sobre a evolugdo da disfungéo
cardiaca refere-se as alteragdes que ocorrem através do remodelamento sub —
celular. Essas modificagdes envolvem o controle da apoptose cardiaca,
alteragcdes metabolicas e de producdo de energia celular e modificagdes na
expressao de proteinas que controlam a atividade contratil e de relaxamento na
célula cardiaca (Dahlla et al., 2006).

O controle do calcio intracelular do cardiomiocito € de grande importancia
sobre a fungdo metabdlica e de geragao de energia, tendo envolvimento tanto
na atividade inotrépica quanto na atividade lusitropica, e favorece o
aparecimento da hipertrofia cardiaca (Dorn, 2005; Bers & Guo, 2005). A
regulacdo da contratilidade através do calcio (Ca**) envolve um sistema
altamente especializado de canais ibnicos, bombas e trocadores. A contragéo
inicia-se com a despolarizacado do sarcolema levando a abertura de canais de
Ca®* voltagem - dependentes do tipo L (Ca*L) no tubulo T, favorecendo a
entrada do Ca* em regides de microdominios proximos ao reticulo
sarcoplasmatico (RS). O aumento da concentracdo de Ca®" no microdominio
gera um estimulo para a abertura de canais de Ca** na membrana do RS,
conhecidos como receptores de rianodina (RyRy), liberando mais Ca®* para o
meio intracelular. Esse aumento de Ca®*, em torno de 1000 vezes maior do que
o valor basal de Ca®* no interior do cardiomiécito durante o repouso muscular,
€ responsavel pela ativagdo da contracdo muscular. O relaxamento ocorre com
a recaptacdo do Ca’" através da bomba de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico

(SERCA). Essa bomba é dependente do estado de fosforilagdo de uma
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proteina conhecida como fosfolambam (PLB). Quando nao fosforilada, ela inibe
a SERCA, mas quando fosforilada ela deixa de inibir a SERCA, favorecendo a
captacdo de calcio para o interior do RS. Além disso, o Ca®" é retirado do
citosol através do trocador soédio/calcio do sarcolema (NCX) e também por
bombas de calcio na membrana plasmatica (Bers, 2005). No animal com
insuficiéncia cardiaca, a homeostase do calcio fica modificada. Varias
investigacdes tém mostrado que o RS e o sarcolema perdem a capacidade de
movimentar corretamente o calcio no midcito (Dahlla et al., 1996; Hefti et al.,
1997). Algumas proteinas importantes para o processo de acoplamento
excitagdo-contracdo apresentam-se alteradas em relacdo a funcdo e a
expressao protéica. Tém-se demonstrado deficiéncia do RyR,, da SERCA, do
PLB, da bomba de calcio sarcolemal, do canal de Ca®" do tipo L, do NCX e da
proteina S100A1 durante a IC (Dahlla, 1997; Most et al., 2006; Most 2007 ).
Além dessas proteinas, a propria estrutura e a funcdo das miofibrilas ficam
modificadas. A diminuicdo da sensibilidade da troponina C (TnC) ao Ca?",
(Dahlla et al.,1993; Davies et al., 1996), do fornecimento de ATP para a
miofibrila, as mudangas nas isoformas das proteinas miofibrilares (Buttrick et
al.,, 1988; lzumo et al., 1987), sédo alteragcbes que estdo envolvidas no
desenvolvimento da IC.

Além do remodelamento do cardiomiécito, em sua forma e tamanho, ha
também uma alteracdo do meio intersticial que envolve a célula cardiaca e que
influencia sua fung&o contratil. Tanto nos estudos em humanos como em
modelos animais, tém sido mostradas alteragées na interface dos colagenos,
na estrutura e composigao, no cardiomiocito, a qual também influéncia a forma
geométrica do VE (Burlew BS, Weber KT, 2000; Weber KT et al.,, 1992). A
matriz extracelular € um pivé importante na sustentagdo dos cardiomiocitos,
mantendo o alinhamento celular através de proteinas do tipo colageno,
distribuindo a for¢ca gerada pelo cardiomidcito para todo o coragdo em cada
ciclo cardiaco (Glagov S., 1994; Weber KT, Brilla CG, 1991; Bishop JE, 1998;
Suzuki J, 1993).

O fibroblasto cardiaco participa do remodelamento da matriz extracelular
do coracdo apos o INF. No coragcdo normal, o fibroblasto estd na forma
quiescente, mas pode se tornar ativo apds algumas circunstancias como a

isquemia cardiaca e INF. A proliferagdo com o depdsito de colageno,
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normalmente o colageno do tipo | e Ill, diminui a complacéncia da camara
ventricular, gerando disfuncao diastélica e elevagao da pressao de enchimento
cardiaco. (Bin Tian et al., 2003; Weber et al., 1994).

Muitas dessas adaptagdes no sistema cardiovascular, principalmente no
préprio coragdo, sao dependentes de fatores locais que interferem no
funcionamento e na estrutura cardiaca. Umas das primeiras modificacbes é o
aparecimento de fatores pro - inflamatérios liberados por macrofagos devido a
necrose do cardiomiécito. Segundo Moro et al. (2007), o aumento do fator de
necrose tumoral (TNF — a) na primeira semana apdés o infarto pode ser um dos
fatores para o inicio do processo da formacédo da IC. A alteracdo desse fator,
principalmente, no oitavo dia da injuria seria um ponto marcante na formagao
das alteragdes hemodinamicas visto na evolucao do infarto. Esse efeito do TNF
- a é, aparentemente, sobre o aumento da liberagdo de oxido nitrico (NO), via
ativagdo da enzima oOxido nitrico sintase induzivel, iINOS, a qual tem mostrado
induzir um efeito inotropico negativo, participando na disfungdo cardiaca e
consequentemente da insuficiéncia cardiaca (Scott et al., 2004; Ricardo et al.,
2008, Pinto et al., 2007).

Outra modificacdo em curto prazo € o aumento da ativagao simpatica,
através de aumento da atividade neural ou de liberagdo enddcrina de
adrenalina. Tanto a atividade do receptor a - 1 como a do receptor - 1
adrenérgico sdo responsaveis por modificagcbes da atividade cardiaca apds o
infarto. Bishopric et al. (1987), Long et al. (1989) Akhter et al. (1997) mostraram
que a estimulagao do receptor a - 1 é responsavel pela ativacdo da proteina
Kinase C (PKC) e fosfolipase C, que sao fatores hipertréficos importante no
cardiomiécito no remodelamento apés o infarto. O receptor B - 1 é
principalmente responsavel pelo aumento das atividades inotropica,
cronotropica e lusitrépica. Esses mecanismos sao responsaveis pelo aumento
da atividade inotrépica, cronotropica e lusitropica cardiaca em situagbes na
qual ha a necessidade do aumento do volume cardiaco, como em uma corrida
ou em algum momento de estresse. O aumento da atividade B também é
encontrado apds o infarto agudo do miocardio e na IC, gerando o aumento de
toda atividade cardiaca e também favorecendo a hipertrofia das células
cardiacas por estimulagdo da proteina Kinase A (PKA) (Gerald & Dorn, 2002;

Fink et al., 2001). Varias outras substancias interferem no funcionamento
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cardiaco apdés o INF, como o aumento da endotelina, da bradicinina, das
prostaglandinas, dos peptideos natriuréticos, da ouabaina e do sistema renina
— angiotensina (SRA) juntamente com a aldosterona (Mendzef & Slovinski.
2004, Stella et al., 2008).

1.3 O SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA NA INSUFICIENCIA

O sistema SRA é um regulador essencial das fungbes cardiovasculares e
renais. Classicamente, o SRA ¢é visto como um sistema hormonal circulante,
envolvido na regulagdo da pressao arterial e no balango hidro-eletrolitico
(Brunner et al.,1972; Haber, 1983).

A formagao mais conhecida do SRA inicia — se com o angiotensinogénio,
uma glicoproteina produzida no figado, a qual é clivada a angiotensina | (ANG
[) por uma enzima proteolitica produzida no aparelho justaglomerular do rim
conhecida como renina. O decapeptideo ANG | é uma forma inativa e ndo tem
efeito direto a ndo ser que uma metaloproteinase, a enzima conversora de
angiotensina (ECA), produzida no endotélio vascular dos vasos, principalmente
nos vasos pulmonares, cliva a ANG | em um octapeptideo conhecido como
angiotensina Il (ANG II). Além das atividades no rim através do controle do
balango hidrico-eletrolitico, a ANG |l age diretamente na musculatura lisa
vascular gerando aumento do ténus vascular e aumento da pressao arterial.
ANG Il também estimula o cortex da supra — renal a produzir e liberar
aldosterona (Petrozzi & Matiazzi, 2001; Paul, Mehr, Kreutz, 2006), a qual
participa da disfung¢ao endotelial na IC (Sartério et al., 2007).

Essa cascata de ativagdo tem sido descrita ha décadas por varios
estudiosos da area cardiovascular, mas nos ultimos anos as descobertas de
atividades em outros 6rgéos tém mostrado um sistema muito mais complexo.
Além da formacdo unicamente de um tipo de peptideo ativo através da
degradacdo da angiotensina |, outros tipos de angiotensina, como a

angiotensina (1 — 7) (ANG 1-7), tém sido descritos em estudos mais recentes
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(Ferrario et al.,1991; Santos et al., 1997). Além disso, vias alternativas na
formagdo da angiotensina Il tém sido vista como no caso da quimase, uma
protease produzida por macréfagos que também tem a fungéo de transformar a
forma inativa da ANG | em forma ativa (Urata et al., 1991; Urata et al., 1996).

Alguns estudos mostraram que existe produgao de todo o sistema renina
— angiotensina em outros 6rgdos. O primeiro a mostrar isso foi Ganten e
colaboradores (1971), onde em dois trabalhos eles mostravam a formacao da
renina no sistema nervoso central e ndo somente no rim. Apds esses estudos,
varias pesquisas (Baltatu & Bader, 2003; Sakai & Sigmund, 2005; Von Lutterotti
et al.,, 1994) comegaram a ser feitas para demonstrar que existia a produgéo
local em varios 6rgdos como ceérebro, nas glandulas adrenais, nos vasos (Paul,
Mehr, Kreutz, 2006).

No inicio da década de 90, trabalhos de Lindpaintner & Ganten (1991) e
Dzau & Re (1994) mostraram que havia a produgdo de renina no coragao de
ratos através de pesquisas com o RNAm formadora dessa proteina, e que
através disso havia a possibilidade de que a produgdo da angiotensina no
tecido cardiaco, descartando a possibilidade da renina encontrada no coragao
fosse unicamente proveniente do plasma do animal.

Atualmente, o SRA ¢é considerado um sistema enddcrino, paracrino,
autécrino e intracrino que apresenta um papel modulador em varios tecidos
cComo Nnos vasos sanguineos, rins, cérebro, glandulas enddécrinas e
principalmente no coragdo (Dzau et al., 1988; Ferrario et al., 1998, Singh,
Baker & Rajesh Kumar, 2008).

Em varios 6rgaos, a angiotensina atua normalmente em dois tipos de
receptores com sete dominios transmembrana conhecidos como AT1 e AT2
(De gasparo et al, 2000; lwai & Inagami, 1992; Kaschina & Unger, 2003). O
AT1 e o AT2 possuem a mesma afinidade a ANG Il, mas a sua estrutura
genbmica, sua localizagdo em o&rgaos especificos e a sua regulagdo séo
bastante diferentes (Paul, Mehr, Kreutz, 2006; Petroff & Mattiazzi,2001).
Ambos, AT1 e AT2 sao receptores com sete dominios transmembrana,
acoplados a proteina G e respondem diferentemente quando estimulados (Kim
& lwao, 2000).

Muitas questdes ainda sao discutidas sobre os dois receptores. A

proporgao e suas fungbes sao bem diferentes quanto ao sistema que ela atua,
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por exemplo, no coragao de ratos a proporgao de receptores AT1 e AT2 sao as
mesmas, ja nos humanos a quantidade de AT2 €& maior do que a de AT1. Em
relacdo a fungdo, no vaso arterial, o receptor AT1 estimula a vasoconstricao e a
liberacdo da aldosterona (Hollenberg & Williams), ja a estimulagdo do AT2
parece controlar a funcdo vasoconstrictora do AT1 e participa no
remodelamento e na angiogénese vascular. No coragédo a fungdo de ambos os
receptores é diferente. O receptor AT1 tem efeitos sobre a contratilidade,
promovendo efeitos inotrépicos tanto positivo quanto negativo (Petroff &
Mattiazzi, 2001), na propagacédo de impulsos elétricos devido aumento da
ativacdo das células de purkinje (Kass & Blair, 1981), nos fatores que
aumentam crescimento celular, aumentando a ocorréncia de apoptose, e
também no processo de remodelamento do tecido cardiaco, na hipertensao
arterial e no infarto do miocardio (Paul, Mehr, Kreutz, 2006). A fungcdo do
receptor AT2 tem sido descrita como mediadora da apoptose gerada pelo
receptor (Wang & Nygren).

Entre todos os efeitos descritos para o receptor AT1 sua acgédo sobre a
contratiidade miocardica € a mais divergente. Em coragdes normais de
mamiferos, o AT1 pode promover: efeito inotropico positivo (Fujita & Endoh,
1999; Ikenouchi et al., 1994; Ishihata & Endoh, 1993; Mattiazzi et al., 1997,
Moravec et al., 1990; Vila Petroff et al., 2000), inotrépico negativo (Capasso et
al., 1993; Li 1994; Meissner et al., 1998; Moravec et al., 1990; Lefroy et al.,
1996; Rosenkranz et al., 1997; Sakurai et al., 2002) ou mesmo, em alguns
artigos nenhum efeito inotropico (Lefroy et al., 1996; Ishihata & Endoh, 1993;
Holubarsch et al., 1993; Lenz et al., 1995).

O efeito inotropico positivo da ANG Il é dependente da atividade gerada
através de sua interagdo com a proteina G estimulatéria, a qual geraria a
formagdo de dois segundos mensageiros, o inositol trifosfato (IP3) e o
diacilglicerol (DAG). O IP3 estimula a liberagcdo de calcio do reticulo
sarcoplasmatico e também é responsavel pelo aumento da sensibilidade dos
miofilamentos ao calcio. O DAG teria como efeito a estimulagédo do PKC, a qual
fosforila varios trocadores e bombas e favorecendo o acumulo de Ca* e a
mudanga de pH intracelular, aumentando assim a forga contratil, principalmente
no gato e no coelho. Em ratos e em humanos esse efeito ainda nio é tido

como unanimidade (Matiazzi, 1997). Os efeitos negativos da ANG Il em
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algumas espécies, como no rato, podem se dar pela diminuicdo da produgéo
de AMPc que levaria a uma diminuicdo da contratilidade do cardiomidcito
(Capasso et al., 1993). Palomeque e colaboradores (2006) demonstraram que
cardiomiécitos isolados estimulados com ANG |l apresentavam um efeito
inotropico negativo possivelmente devido a ativagdo da p28 MAPK levaria a
diminuicdo da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca**.

Estudos sobre o envolvimento da ANG Il no INF mostram que uma das
alteragdes causadas pelo infarto € o aumento tanto da ANG Il plasmatica como
da ANG Il local, sendo que esse aumento pode ser pela atividade de enzimas
como a ECA ou através do estiramento dos cardiomiocitos ventricular. Além
disso, esse aumento da ANG Il influencia em todo o processo de
remodelamento e fungdo do musculo cardiaco apds a injuria (Ertl et al., 1982;
Litwin et al., 1991; Yasuda et al.,2007; Dhalla et al.,2008). Busche et al., em
2000, mostraram que apo6s o infarto do miocardio os receptores AT1 e AT2
aumentam, sugerindo que a angiotensina tem participagdo direta no
remodelamento e na fungao do coragao apos o infarto.

A grande fungdo da ANG Il sobre o coragao infartado é através do
remodelamento do cardiomidcito. A hipertrofia do miocardio € uma das funcdes
marcantes do cardiomiécito através da estimulacdo do receptor AT1. Estudos
in vitro de cardiomidcitos de coragao que nao sofreram infarto do miocardio e
de coracao de ratos neonatos tiveram aumento da espessura depois de
estimulados com ANG Il. Aparentemente, apdés o estimulo das células
cardiacas pela ANG Il, ha a liberacao de endotelina-1, que € um hormdnio que
estimula a hipertrofia cardiaca (Van Kesteren et al.,1997). Além disso, a ANG I
estimula a hipertrofia através da indugdo do aumento da expressédo de genes
ligados a hipertrofia como os “immediate early genes” (c- fos, c-jun, jun B, Egr-
1, c-myb e c-myc) genes para fatores de crescimento (TGF - a)e genes
marcadores de hipetrofia como a 3 — actina e o fator natriurético atrial (Dostal et
al., 1997).

Juntamente com os cardiomiécitos, os fibroblastos também sofrem
influéncia de sua forma e funcao apds o INF. A ANG Il esta intimamente ligada
ao crescimento dos fibroblastos e do aumento da deposi¢cao de colageno no

tecido cardiaco. Estudos demonstram que esse estimulo € abolido quando ha a
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AT2, mostrando a agao principal do receptor AT1 sobre o remodelamento do
coragao (Booz et al., 1994; Schorb et al., 1995; Booz and Baker, 1995; Dostal
and Baker,1997).

Além da atividade hipertréfica e de remodelamento, a ANG Il tem um
papel importante no estimulo da apoptose do cardiomidcito apds o infarto. A
ANG Il, através dos receptores AT1 e AT2, induz apoptose do cardiomidcito.
Este fato contribui para a diminuicdo da quantidade de células viaveis na area
remanescente do coragdo infartado, favorecendo ao aparecimento da IC
(Anversa, 1998; Cigola et al., 1997; Yamada et al., 1996).

Dhalla et al. (2008), descreveram que a inibicdo da ANG II, através de
imidrapil, um inibidor da ECA, estabiliza as organelas que fazem parte da
mobiliza¢ao do Ca?* no interior do cardiomidcito e que desempenham um papel
na contragao cardiaca e do relaxamento. Este fato demonstra que, além do
remodelamento da forma e da quantidade de células miocardicas, a super
exposicao das ceélulas a ANG Il, devido o estimulo do infarto, modifica as
propriedades contrateis e de relaxamentos durante o remodelamento. (Dhalla
et al., 2006)

Alguns trabalhos discutem a participagdo da ANG Il na regulagéo
inotropica apds o infarto do miocardio (Capasso et al., 1993; Meggs et al.,
1993; LeFroy et al., 1996). Da mesma forma que existe controvérsia sobre a
agao contratii da angiotensina no coragdo normal, também ha muita
controvérsia sobre a participagdo do horménio na regulagdo da manutengao da
atividade contratil apds a lesdo cardiaca. Capasso et al. (1993), descreveram
que a ANG Il pode ser um dos responsaveis do prejuizo da forga contratil do
cardiomiécito apdés o INF e favorecendo a IC. Os autores obtiveram uma
diminuicdo do inotropismo cardiaco do musculo papilar de ratos INF apos a
exposicao do musculo a ANG Il. Meggs et al. (1993), demonstraram que a
diminuicdo da forca de contracido de papilares tanto do VE como tiras do
musculo do VD pode estar envolvida com a presenga do aumento da
angiotensina na regido remanescente ao infarto. Ja LeFroy et al. (1996),
demonstraram que a ANG Il n&do possui efeito sobre o inotropismo dos
musculos remanescentes de coracgdes infartados de varios mamiferos, como o

porco, o rato e o do humano.
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Mesmo sem uma definicdo clara de como o SRA interfere na fungao do
coragao INF, é bem sabido que de alguma forma a fungdo e o remodelamento
€ influenciado pelo aumento da atividade da ANG Il em todo o coragao.

1.4 INFARTO DO MIOCARDIO COM E SEM INSUFICIENCIA COM A MESMA
AREA DE INFARTO.

Em 2005, Pereira et al, estudando a reatividade vascular da artéria caudal
de ratos infartados identificaram uma diferengca na responsividade dessas
artérias. Os autores demonstraram que havia uma diferenca funcional tanto do
coragao quanto das aortas de ratos INF, com a mesma area de infarto. Este
estudo foi o primeiro a demonstrar que, ratos que sofreram oclusdo da
coronaria, mas que apresentavam a mesma area de infarto podia ser dividido
em dois grupos: os INF com e sem sinais de IC. Assim, esse estudo
demonstrou que mesmo as alteragbes na reatividade vascular nao estavam
ligadas ao tamanho da area de INF.

Depois desse achado, varios trabalhos em nosso laboratério tém focado
na dicotomia do desenvolvimento do INF apds a cirurgia da oclusdo da
coronaria esquerda. Farias et al. (2007), mostraram que o grupo de ratos
infartados e que desenvolvia IC ja possuia uma diminuigdo na reatividade
vascular nos primeiros 7 dias apds o INF e que os ratos que n&o desenvolviam
a IC n&o possuia as mesmas alteragdes.

Dias (2007), mostraram que a atividade da Na+ K+ -ATPase (NKA)
possuia uma diminui¢do na sua fungéo em ratos INF e com IC apés 30 dias do
evento, diferente dos ratos que sofreram INF e ndo possuiam IC.

Giubert et al. (2005), mostraram que 50% das ratas que sofriam o INF,
com area de cicatriz de aproximadamente 30 %, desenvolviam IC, apos serem
avaliadas 60 dias apds o evento. Fernandes (2006), estudando musculo papilar
do VE e tiras de musculo do VD de ratos 60 dias apds INF mostraram que tanto
a contratilidade dos musculos do VE como a do VD dos ratos IC estava
sofrendo prejuizo de sua fungdo comparadas aos ratos sem sinal de IC.

Moura (2007), trabalhando com coragéo isolado mostrou que os VD de

ratos IC possuiam um prejuizo na contratilidade, tanto na sensibilidade ao Ca®*



27

extracelular, quanto na estimulagédo  — adrenérgica em ratos com 8 semanas
apo6s o INF.

Muitos autores demonstram que os sinais de IC aparecem no inicio do
desenvolvimento da doenca apds o INF em coragdes de ratos. Segundo alguns
estudos de Anversa et al. (1985a,b), tanto o VD como o VE sofrem de
alteragdes em sua fungdo e morfologia apds o INF, e que segundo Fishbein et
al. (1979), essas alteragdes estariam completas em 21 dias apds o infarto.

Um aspecto que ficou claro até o momento € que as alteragdes
morfofuncionais do VD acontecem na fase inicial apdés a oclusdo coronariana.
Segundo os estudos no nosso laboratério, numa fase crbénica, ha uma
diferenga marcante na funcédo cardiovascular entre os ratos que apresentam a
mesma area de INF, os quais sdo claramente separados naqueles que
apresentam ou nao sinais classicos de IC. Nossa hipotese neste estudo foi a
de que esta dicotomia ja poderia se instalar no VD numa fase inicial apés o

infarto.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Avaliar o desempenho contratil do VD, tanto in vivo quanto in vitro, 7 dias
apos a realizagao do INF em ratos que desenvolveram ou n&o sinais de IC com
a mesma area de cicatriz.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Estudo in vivo do VD e VE através das medidas hemodinamicas

arteriais e intraventriculares.

e+ Estudo in vitro do mecanismo heterométrico do VD avaliado através

da curva de Frank-Starling.

e Estudo in vitro do mecanismo homeométrico do VD através do
aumento da concentracido de Ca’" extracelular e da ativacao [3-

adrenérgica.

o Estudo funcional in vitro do SRA através de dose Unica in bolus de
ANG | e ll no VD.
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MATERIAIS E METODOS

1- ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo das pesquisas, foram utilizados ratos machos Wistar
pesando entre 220 e 240 gramas. Os Animais foram adquiridos do biotério do
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Fisioldgicas da Universidade
Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos sob o controle de
temperatura e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso de agua e
racao.

Os experimentos foram realizados conforme as normas da legislagao e
ética para pratica Didatico-Cientifico da vivissecgao de animais de acordo com
a lei n° 6.638, de 08 de maio de 1979. Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo comité de ética em pesquisa com animais experimentais
(EMESCAM Processos 03/2007; 04/2007).

2 - INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO:

Os animais foram anestesiados com uma mistura de quetamina (100
mg/ml) e xilazina (20 mg/ml) numa mistura de 1:1, sendo que a dose injetada
foi de 0,1 ml/100g, aplicados intramuscular na pata do animal. Em seguida, foi
feita uma toracotomia do lado esquerdo entre o terceiro e quarto espaco
intercostal. O musculo peitoral foi separado e as costelas expostas. O coragao
foi exteriorizado, sendo entdo passado um fio de mononylon 6.0 na artéria
coronaria descendente anterior esquerda. Apds a ligadura, o coragdo era
recolocado no seu lugar e o térax fechado. O grupo SHAM, passou pelas
mesmas etapas, mas sem sofrer a ligadura da artéria coronaria. Apds sete dias
do processo de INF, os animais eram utilizados para os experimentos. Os
animais foram mantidos em gaiolas, sob controle de temperatura e ciclo claro-

escuro de 12 horas, com livre acesso de agua e ragao.
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2.1. — AVALIAGAO DA AREA DE INFARTO

Apo6s os procedimentos experimentais a camara do VE era separada e
retirada a area cicatricial da regiao que sofrera a necrose devido ao INF. A area
cicatricial do INF era visualizada através da transiluminacdo, sendo entdo
cortada e medida em papel milimetrado para avaliagado da area correspondente
em mm? (Mill et al., 1990).

3. - AVALIAGAO HEMODINAMICA:

Os animais dos grupos INF e SHAM eram anestesiados com uma inje¢ao
intraperitoneal de uretana (1,2 g/kg i.p). A artéria carétida esquerda e a veia
jugular esquerda eram dissecadas e canuladas com um cateter de polietileno
(PE-50) e este conectado a um transdutor de presséo (TSD — 104A - Byopac)
conectado a um sistema de aquisicdo de dados (MP100 Byopac Systems, Inc:
Ca USA) Os cateteres introduzidos nos vasos chegavam ao VD quando este
colocado na veia e VE quando colocado na artéria e entdo eram feitos os
registros das pressdes intraventriculares.

Foram registradas a pressao arterial diastélica (PAD), presséo arterial
sistélica (PAS), pressao sistdlica no ventriculo esquerdo (PSVE), pressao
diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDf VE), presséao sistélica do ventriculo
direito (PSD), presséao diastolica final do ventriculo direito (PDf VD), frequéncia
cardiaca (FC) e a primeira derivada de pressdo positiva e negativa do
ventriculo direito e do ventriculo esquerdo (dP/dt+ VE, dP/dt- VE, dP/dt+ VD e
dP/dt- VD). As figuras 1 e 2 mostram os registros originais hemodinamicos dos

animais INF e IC, respectivamente.
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Valores hemodinédmicos dos animais do grupo SHAM
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Figura 1. Registro original da avaliagdo hemodindmica em ratos anestesiados com
Uretana (1,2 g/kg i.p.) dos animais do grupo IC. PSVD: Pressao intraventricular direita
em mmHg; PSVE: Pressdo intraventricular esquerda em mmHg; PAM: Pressao

arterial média em mmHg; dP/dt VD : Primeira derivada de pressao ventriculo direito

em mmHg/s; dP/dt VE: Primeira derivada de pressao ventriculo esquerdo em

mmHg/s.
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Valores hemodinamicos dos animais do grupo INF
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Figura 2. Registro original da avaliagdo hemodindmica em ratos anestesiados com
Uretana (1,2 g/kg i.p.) dos animais do grupo IC. PSVD: Pressao intraventricular direita
em mmHg; PSVE: Pressao intraventricular esquerda em mmHg; PAM: Pressao
arterial média em mmHg; dP/dt VD : Primeira derivada de pressao ventriculo direito
em mmHg/s; dP/dt VE: Primeira derivada de pressao ventriculo esquerdo em

mmHg/s.
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Valores hemodinamicos dos animais do grupo IC
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Figura 3. Registro original da avaliagdo hemodindmica em ratos anestesiados com
Uretana (1,2 g/kg i.p.) dos animais do grupo IC. PSVD: Pressao intraventricular direita
em mmHg; PSVE: Pressao intraventricular esquerda em mmHg; PAM: Pressao
arterial média em mmHg; dP/dt VD : Primeira derivada de pressao ventriculo direito

em mmHg/s; dP/dt VE: Primeira derivada de pressao ventriculo esquerdo em

mmHg/s.
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4. — AVALIACAO DO DESEMPENHO VENTRICULAR DIREITO ATRAVES DA
TECNICA DE LANGENDORRF:

Apoés as avaliagbes das pressdes hemodinamicas o animal, previamente
anestesiado com Uretana, era preparado para o estudo do coragao isolado. A
preparacao de langendorff tem como objetivo avaliar a fungdo ventricular de
coracgodes de ratos in vitro. Os animais eram pré-tratados com 50 U de heparina
sbdica via intraperitoneal e depois o animal era sacrificado. Imediatamente
apods, o térax era aberto e o coracédo exposto. Era feita a retirada do timo do
animal, e em seguida era ocluida a carotida primitiva esquerda, subclavia
esquerda e braquiocefélica. O coragao era retirado e conectado a um sistema
de perfusdo através do coto adrtico, sendo perfundido retrogradamente com
solucédo nutridora de Krebs: NaCl 12 0 mM; KCI 5,4 mM; CaCl, 1,25 mM; MgCl;
1,2 mM; NaHCO3 18 mM; Na,SO4 1,2 Mm; NaH,PO4, 2 mM; Glicose 11 mM,
gaseificada com mistura carbogénica na proporgao 95% O, e 5% CO,, sendo
essa solucao colocada em um banho-maria para manter uma temperatura de
33° C. Apds a estabilizacdo da pressao de perfusédo, eram retirados os pulmdes
e os atrios. A artéria pulmonar era perfurada para evitar um aumento da
pressao intraventricular que nao fosse pelo balao. Também um orificio era feito
no apice do ventriculo esquerdo para impedir o acumulo de liquido proveniente
da circulacdo de Thebésios, que apresente em torno de 5% do total do fluxo
coronariano (Weber, 1986). Era colocado um estimulador de voltagem para
manter os batimentos cardiaco em uma frequéncia fixa de 200 bpm com um
eletrodo de estimulagdo (Ag/AgCl) mergulhado na cuba, préximo ao coragéao.
Eram usados pulsos de onda quadrada de intensidade uma vez e meia a limiar
(5-10 V) e duragéo de 5 ms.

Apo6s todos os ajustes, era colocado um baldo de latex no interior do VD
através da valvula atrio-ventricular e esperado um tempo médio de 10 minutos
para a estabilizacdo da fungdo ventricular. Cada baldao era hermeticamente
conectado a um cateter PE 150, ligado a uma pega em Y, onde uma saida
possuia conexdao a um transdutor de pressédo (TSD — 104A - Byopac). Este
permitia o registro das pressdes sistdlicas e diastolicas do VD. A outra

extremidade da peca era conectada a uma seringa de polietileno (1 ml) através
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de uma cénula de PE 50 e todo este sistema era preenchido por agua
deionizada a fim de controlar a pressao diastdlica intra-ventricular através da
variagéo do volume do baldo.

A pressédo de perfusdao coronariana foi avaliada através também de um
transdutor de presséo (TSD — 104A - Byopac) acoplado a um sistema de
perfusdo aortica. Como o fluxo coronariano era mantido de forma constante,
todas as mudangas na pressao coronariana eram refletidas por uma alteragao
da resisténcia vascular da coronaria.

Todos os transdutores de pressdo eram acoplados a um unico aparelho
de aquisicao de dados (MP 100 Byopac Systems, Inc, Ca, EUA) e esse era
ligado a um computador.

Através da preparagao do Langendorrf foram avaliados alguns parametros
das fungdes VD, sendo registradas a presséo sistélica isovolumétrica (PS),
mostrando a atividade contratil do VD, a primeira derivada Temporal positiva da
PS (dP/dt+) como um indice de contratilidade do musculo cardiaco e primeira
derivada Temporal negativa da PS (dP/dt-) como um indice de relaxamento do

musculo cardiaco.

4.1. - PROTOCOLO EXPERIMENTAL DO LANGENDOREFF:

O coracgao isolado foi usado para avaliar a atividade inotropica frente a
diferentes mecanismos reguladores do inotropismo cardiaco.

O mecanismo heterométrico foi avaliado através do aumento da presséo
intraventricular. Para avaliar o mecanismo homeomeétrico, foram utilizadas 4
intervengdes inotropicas: alteracdo na concentracdo de Ca®* extracelular na
solugéo nutridora, dose in bolus de isoproterenol, um agonista B—adrenérgico;
dose in bolus de ANG |, e uma dose in bolus de ANG II. As figuras 4, 5 e 6
mostram os registros tipicos obtidos na prepara¢do de Langendorff dos animais
SHAM, INF e IC, respectivamente.
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41.1. - AVALIACAO DA RESPOSTA HETEROMETRICA ATRAVES DO
MECANISMO DE FRANK-STARLING:

Para a avaliagdo do mecanismo de Frank-Starling, promoveu-se aumento da
pressao diastélica do ventriculo direito com o intuito de aumentar a pressao
sistdlica. Para a realizacdo da manobra a preparacao era mantida em um fluxo
coronariano de 10 mL/min com solugdo de Krebs a uma concentragdo de Ca**
a 1,25 mM. A curva foi realizada com variacdes da pressao diastolica de 0 até

30 mmHg, com incrementos de 5 mmHg..
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Curva Estiramento-Pressao.
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Figura 4. Registro original da preparacado de coracao isolado dos animais dos grupos
SHAM; INF; IC no mecanismo de Frank-Starling. Para realizar o experimento, a
preparagao era mantida com solugéo a nutridora de Krebs com concentracao de calcio

em 1,25 mM, temperatura de 33°C.
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Efeito Inotrépico Positivo ao Ca*
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Figura 5. Registro original da preparacdo de corag¢do isolado dos animais dos grupos
SHAM; INF; IC na curva das concentragdes de Ca?* extracelular. Para realizar o
experimento a preparagdo era mantida com solugdo a nutridora de Krebs com

diferentes concentracdes que de Ca®* (0,62 até 3,75mM) e de temperatura de 33°C.
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Dose Unica de Isoproterenol
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Figura 6. Registro original da preparacédo de coracdo isolado dos animais dos grupos
SHAM; INF; IC na dose unica de Isoproterenol. Para realizar o experimento a
preparagao era mantida com solugéo a nutridora de Krebs com concentracao de calcio

em 0,62Mm, temperatura de 33°C.
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41.2. - AVALIACAO DA RESPOSTA HOMEOMETRICA ATRAVES DA
VARIACAO DA CONCENTRACAO EXTRACELULAR DE CALCIO:

E bem sabido que o Ca** extracelular é um dos grandes reguladores da
contratilidade do cardiomidcito. Para avaliar entdo a capacidade de resposta ao
calcio foi realizada variagdo na concentragcédo de calcio extracelular para avaliar
a contratilidade cardiaca. A pressao diastdlica foi mantida em uma presséo de
5 mmHg e a solugdo nutridora de Krebs teve alteragdes crescentes da
concentragdo de calcio que variaram de 0,62 mM, 1,25 mM, 2,5 mM e 3,75
mM, sempre mantendo entre cada alteracdo da concentracdo de calcio um
tempo estabilizacdo de 10 minutos.

4.1.3. - AVALIACAO DA RESPOSTA HOMEOMETRICA ATRAVES DE UMA
DOSE /N BOLUS DE ISOPROTERENOL:

E bem conhecido que o isoproterenol tem um efeito cardiaco por
estimulacéo p—adrenérgica via receptor p;, realizando na sua maioria um efeito
inotrépico positivo e um efeito lusitrépico positivo. Através desse conhecimento
foi avaliada entdo a resposta contratil cardiaca com uma dose Uunica de
isoproterenol em um volume de 100 pl in bolus de uma solugdo de 10° M de
isoproterenol. Para a realizacdo dessa manobra foi mantida a pressao
diastdlica em 5 mmHg e na concentragdo de calcio em 0,62 mM a qual
possibilita uma melhor resposta inotropica ao isoproterenol (Vassallo et al.,
1994).

41.4. - AVALIACAO DA RESPOSTA HOMEOMETRICA: RESPOSTA A
ANGIOTENSINA | E A ANGIOTENSINA II.

Para analisar a atividade funcional da ECA e o efeito inotrépico da ANG I
foram realizadas duas manobras na preparacao, respectivamente. A primeira
manobra tinha como objetivo analisar a formacdo da forma biologicamente

ativa da ANG Il a partir da clivagem da ANG | via enzima conversora de
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angiotensina (ECA) local, sobre a presséao sistélica e a pressdo de perfusédo
coronariana. Para isso, foi administrada dose unica de ANG | em um volume de
100 yL in bolus de uma solugao de angiotensina | 20 nM.

Apods a resposta da ANG |, era esperado um periodo de estabilizacdo de
30 minutos e entdo era administrada a forma ativa da angiotensina, a ANG IlI.
Para isso, foi utilizada uma dose unica de ANG Il in bolus em um volume de
100 uL in bolus de uma solugdo de ANG Il 20 nM. Durante a realizagao dos
protocolos experimentais a preparagéo era mantida em uma solugéo nutridora
de Krebs com uma concentracdo de calcio de 1,25 mM, com a pressao

diastolica a 5 mmHg e temperatura de 33° C.

5. — AVALIAGAO DOS DADOS PONDERAIS:

Apos analise de todos os dados o coragdo era pesado ainda umido.
Primeiramente pesava-se o pulmao retirado no inicio do experimento. Logo
apos os VE e VD eram pesados separadamente. No caso dos coragdes
infartados o VE era pesado apenas o miocardio remanescente. Por ultimo os
pesos dos orgaos eram relacionados ao peso corporal dos animais e avaliados
as razdes PVE/PC, PVD/PC e PP/PC.



6. — FARMACOS E REAGENTES:

Angiotensina | (Sigma)

Angiotensina Il (Sigma)

Bircarbonato de Saodio (Merck)
Cloreto de Calcio Dihidratado (Merck)
Cloreto de Magnésio Hexahidratado (Merck)
Cloreto de Potassio (Merck)

Cloreto de Sddio (Merck)

Fosfato de sédio Difasico (Merck)
Fosfato de sédio Monobasico (Merck)
Glicose (Reagen)

Heparina Sdédica (Roche)

L- Isoproterenol (Sigma)

Sulfato de Sodio (Merck)

Uretana (Sigma)

Quetamina (Konig)

Xilazina (Bayer)

42
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7. — ANALISE ESTATISTICA:

Os resultados séao apresentados como média * erro padrao da média (EPM).
Foi usado ANOVA uma e duas vias e o teste t intergrupos para comparar as
médias dos grupos. Para o post hoc em ANOVA uma e duas vias eram
utilizados o método de Fisher LSD e Bonferroni. Os valores foram considerados
significantes quando o P < 0,05. Os programas para a analise dos dados foram
os GraphPad Prims 5 e GB- STATV6.5.
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RESULTADOS

1. - AVALIACAO HEMODINAMICA E PONDERAL:

Nas tabelas 1 e 2 sdo mostrados os dados hemodinamicos e ponderais
respectivamente, obtidos nos animais anestesiados apds 1 semana do infarto
agudo do miocardio. Através dos dados obtidos, observa-se uma separagao
em trés grupos experimentais: um grupo SHAM, um grupo INF sem sinais de
IC e um grupo infartado com sinais de (IC). Os animais que sofreram infarto
foram divididos em dois grupos em funcédo das diferengas apresentadas em
relacdo aos valores presséricos e ponderais, indicados na tabela, sem, no
entanto, apresentarem diferenga na area de cicatriz do infarto (INF= 31,6 £+ 1,6
vs IC= 30,8 £ 0,8 % da area total do ventriculo esquerdo).

Nao houve mudanca nas pressdes arterial sistélica e diastélica nem na
freqUéncia cardiaca dos grupos experimentais. As pressdes dos ventriculos
direito e esquerdo foram diferentes entre os grupos SHAM, IC e (Figura 5). A
presséo sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE) dos ratos INF, com e sem IC,
tiveram diferenga significativa em relagdo ao grupo SHAM (SHAM= 104 + 1,58;
INF=92 + 1,17; IC= 95 + 2,9 mmHg, P<0,05). Essa diferenga correspondeu a
uma diminui¢do de aproximadamente 9 % para o grupo infarto em relagao ao
SHAM e, de aproximadamente 12 % no grupo IC em relagdo ao SHAM.

Em relagdo a pressédo diastolica final do ventriculo esquerdo (PDfVE)
houve diferenga entre os grupos SHAM e IC (SHAM = 3,35 £ 0,9 vs IC=18 %
1,5 mmHg, P<0,05) e entre o grupo INF e IC (INF=36+09vsIC=18+1,5
mmHg, P<0,05). Essas diferengas corresponderam a um aumento de
aproximadamente 400 %.

Os valores da primeira derivada temporal negativa de pressdo em
relacdo ao tempo obtidas no VE, dP/dt-, estdo demonstrados na figura 5.
Houve uma queda de 33 % da dP/dt- no grupo INF comparado ao grupo SHAM
(SHAM = 5563 + 353 INF=4330 + 316 mmHg/s, P<0,05). Nao houve diferenca
para a dP/dt+ entre os grupos. Na Tabela 1, as pressdes intraventriculares do
ventriculo direito apresentaram-se elevadas somente no grupo insuficiente. As

pressdes sistdlica e diastdlica do ventriculo direito do grupo IC foram diferentes
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dos grupos SHAM e infarto (PSVD: SHAM =29 + 2,2; INF =28+ 2,2; IC =40 *
2,3* mmHg; e PDfVD: SHAM = 1,13 £ 0,2; INF = 1,33 £ 0,3; IC = 2,2 *
1,2**mmHg, **P<0,05). Essa diferenca correspondeu a um aumento
aproximadamente 37% para a pressao sistolica e de aproximadamente 136 %
para a pressao diastdlica final do ventriculo direito. Quando comparados os
valores da primeira derivada negativa do ventriculo direito (dP/dt- VD) néo
houve nenhuma diferenca. Entretanto, a dP/dt+ do ventriculo direito do grupo
IC mostrou diferenga em relacdo ao SHAM (SHAM = 971 + 191; IC = 1915 %
210* mmHg/s, P<0,05), correspondendo a um aumento de 97%.

Tabela 1: Valores hemodinamicos dos grupos experimentais:

SHAM(n=10) Infarto(n=10) Insuficiente(n=06)
PAS (mmHg) 95+ 4 82+4 95+ 1,7
PAD (mmHg) 65+ 4 58+ 4 73+2
FC (bpm) 353+ 16 364+ 15 346 + 25
PSVE (mmHg) 104+ 1,5 92+ 1,1* 96 + 3*
PDfVE (mmHg) 3,3+06 3,6+09 18 + 1,5
dP/dt+ VE (mmHg/s) 5047 + 331 3980 + 524 4440 + 253
dP/dt- VE (mmHg/s) 5563 + 353 4330 + 316* 4653 + 224
PSVD (mmHg) 29+ 22 28+ 22 40 + 2,3%
PDfVD (mmHg) 1,13+ 0,2 1,33+ 0,3 2,2+ 1,2%
dP/dt+ VD (mmHg/s) 971 + 191 1228 + 239 1915 + 210*
dP/dt- VD (mmHg/s) 1307 + 161 1263 + 114 1420 + 106

Pressado arterial tanto sistdlica (PAS); Pressao arterial diastdlica (PAD); Pressao
sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE); Pressado diastdlica final do ventriculo
esquerdo (PDfVE); Primeira derivada temporal positiva do ventriculo esquerdo (dP/dt +
VE); Primeira derivada temporal negativa do ventriculo esquerdo (dP/dt — VE);
Pressao sistdlica do ventriculo direito (PSVD); Presséo diastdlica final do ventriculo
direito (PDfVD); Primeira derivada temporal positiva do ventriculo direito (dP/dt + VD);
Primeira derivada temporal negativa do ventriculo direito (dP/dt — VD). Dados
expressos em Média £ EPM. ANOVA 1 via, post hoc de Fisher LSD, para todas as
analises. * p < 0,05 vs SHAM; # p < 0,05 vs INF.
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Figura 7: Dados hemodindmicos do grupo SHAM (n=10); INF (n=10) e IC (n=06).
G: Pressao sistdlica do ventriculo esquerdo (PSVE); Presséao diastdlica final do
ventriculo esquerdo (PDfVE); Primeira derivada temporal minima do ventriculo
esquerdo (dP/dt- VE); Pressao sistdlica do ventriculo direito (PSVD); Pressao
diastolica final do ventriculo direito (PDfVD); Primeira derivada temporal maxima
do ventriculo direito (dP/dt+ VD). Dados expressos em Média + EPM. ANOVA 1
via, post hoc de Fisher LSD, para todas as analises. * p < 0,05 vs SHAM; #p <
0,05 vs INF.
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Na tabela 2 estdo indicados os dados ponderais. O peso corporal dos
grupos SHAM e infarto ndo foram diferentes entre si, mas quando estes eram
comparados ao grupo insuficiente, foi visto uma redugdo (SHAM =273 + 4,9
INF = 261 + 8,4; IC = 226 + 11* g P<0,05), correspondendo a uma diminuig&o
de aproximadamente 14% entre os grupos. Os pesos do ventriculo direito e do
ventriculo esquerdo n&do foram diferentes entre os grupos. Entretanto, quando
realizada a correcao do peso dos ventriculos com o peso corporal, houve
diferenga significante tanto do grupo IC em relagdo ao SHAM e ao grupo INF
(VE/PC: SHAM = 2,6 + 0,07; INF = 2,6 + 0,9; IC = 3,2 + 0,19* g/g; VD/PC:
SHAM = 0,77 + 0,05 INF = 0,86 + 0,05; IC = 1,2 + 0,1* g/g) correspondendo a
um aumento de 23 % na razado VE/PC. Na razdo VD/PC este aumento foi de
36 % quando se comparou a razado entre os grupos INF vs IC e, de 55%
quando se comparou esta razdo entre os grupos SHAM vs IC.

Na avaliacdo do peso pulmonar, tanto os valores absolutos quanto os
normalizados pelo peso corporal (peso do pulm&o/peso corporal: PP/PC)
apresentaram diferengca, mostrando alteragcbées entre SHAM e IC, assim como
entre INF vs IC (PP: SHAM =16 = 1; INF =18 +1,9; IC = 3 + 1,6 g/g;
PP/PC: SHAM = 5,5 + 0,3; INF = 6,9 + 0,8; IC = 13 + 0,8* g/g). Essas

diferengas corresponderam a um aumento de aproximadamente 87 % para o

+

PP e, de aproximadamente 136% para a razao PP/PC.
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SHAM(n=10) Infarto(n=10) Insuficiente(n=06)

PC (9) 273+ 5 261+8 226 +11*

PVE (mg) 737 £ 21 695 + 38 724 + 28

PVD (mg) 211+ 16 225+ 11 264 + 18

PP (mg) 1,6 £ 1 1,8+ 1.9 3+ 1.6%
PVE/PC (g/9) 2,6 £ 0,07 2,6+0,9 3,2+0,1*%
PVD/PC (g/9) 0,77 £ 0,05 0,8+ 0,05 1,2+ 0,10%
PP/PC (9/9) 556+0,35 6,9 £ 0,83 13 £ 0,83%

Al (%) 31,6+1,6 30,8+ 0,8

Peso corporal (PC); Peso do ventriculo esquerdo (PVE); Peso do ventriculo direito

(PVD); Peso do pulmao (PP); Razao peso do ventriculo esquerdo com o peso corporal

(PVE/PC); Razdo peso do ventriculo direito com o peso corpo (PC); Area de infarto
(Al). Dados expressos como Média + EPM. ANOVA 1 via, post hoc de Fisher LSD,
para as analises exceto area de infarto que foi utilizado test t Student ndo pareado. * p
< 0,05 vs SHAM; # p < 0,05 vs INF.
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Figura 8: Dados Ponderais do grupo SHAM (n=10); INF (n=10) e IC (n=06). A:
Peso corporal (PC); B: Peso do pulm&o (PP); Razao peso do pulm&o com o peso

corporal (PP/PC); Raz&do peso do ventriculo direito com o peso corporal

(PVD/PC); Razéao peso do ventriculo esquerdo com opeso corporal (PVE/PC);

Area de infarto (Al). Dados expressos como Média + EPM. ANOVA 1 via, post

hoc de Fisher LSD para as analises exceto area de infarto que foi utilizado test t

Student n&o pareado. * p < 0,05 vs SHAM; # p < 0,05 vs INF.
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2. - AVALIACAO DA FUNCAO CONTRATIL ATRAVES DO LANGENDORFF:

O estudo da contratilidade miocardica foi realizado através da técnica de
coragao isolado de Langendorff. Foram feitas medidas da resposta inotrépica

com as seguintes manobras:

-Intervengdo heterométrica: curva estiramento-tensdo para avaliar o

mecanismo de Frank-Starling;

-Intervengdo homeomeétrica: curva concentragao-resposta ao Ca®" extracelular;

dose unica de: isoproterenol, angiotensina | e angiotensina Il.

2.1 - PRESSAO SISTOLICA BASAL DO VENTRICULO DIREITO NA
PREPARACAO DE LANGENDORFF:

Apobs o coragéao ter sido conectado ao sistema de Langendorff, o baldo
de latex foi introduzido no VD para inicio dos registros de pressao diastdlica e
sistdlica isovolumétricas do ventriculo direito (PDVD e PSVD,
respectivamente). Apds a estabilizacdo funcional de 15 min, a PDVD foi
mantida em 5 mmHg para avaliagdo da PSVD basal nos grupos SHAM, INF e
IC. Os resultados demonstram diferenca entre os grupos (SHAM = 30 * 2,5;
INF = 32 + 1,8; IC = 24 + 1,8 mmHg). A queda de PSVD no grupo IC foi de

aproximadamente 25 % (Figura 9, in vitro).

2.2.- INTERVENGCAO HETEROMETRICA ATRAVES DA CURVA DE FRANK-
STARLING

Os valores gerados pela curva estiramento-tensdo sdo mostrados na
figura 10. O incremento da pressao diastdlica promoveu um efeito inotropico
positivo, sendo este maior no grupo SHAM, do que no grupo INF, o qual, por
sua vez, foi maior que o grupo IC. Deve-se salientar entretanto, que os valores

pressoricos dos grupos INF e IC ja se apresentavam menores do que os do
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grupo SHAM mesmo nas pressdes basais. Assim, considerando o fato de que
os aumentos de PDVD provocaram elevagdes percentuais da PSVD maiores
nos grupos IC e INF ndo nos parece que houve prejuizo efetivo da capacidade
de resposta ao estiramento nestes animais, e sim uma preservagao do
mecanismo de Frank Starling as expensas da queda do inotropismo ao Ca** e

ao isoproterenol.
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Figura 9: Presséo sistélica basal do ventriculo direito (PSVD) medida em animais
anestesiados (in vivo), e na preparacdo de Langendorff (in vitro) usando pressao
diastdlica constante de 5 mmHg nos grupos SHAM (n=10); INF (n=10) e IC (n=06). Os

dados estdo expressos como média £+ EPM. ANOVA 1 via com o post hoc de Fisher

LSD, * p < 0,05 vs SHAM; # p < 0,05 vs INF, § p < 0,05 vs IC.
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Figura 10: Pressao sistdlica do ventriculo direito (PSVD) em valores absolutos e
percentuais apds incrementos da presséao diastélica (PDVD) nos grupos SHAM (n=10);
INF (n=10) e IC (n=06). Os valores foram obtidos através da variacdo da presséo
diastdlica dos ventriculos direitos a qual a pressdo diastdlica variava de 0 até 30
mmHg, e esses aumentos eram feitos com incrementos de 5 mmHg. Para realizar o
experimento a preparagdo era mantida com solugdo a nutridora de Krebs com
concentragdo de célcio em 1,25Mm, temperatura de 33° C. Os dados eram expressos
em Média + EPM. ANOVA 2 vias com post hoc de Fisher LSD, * p < 0,05 vs SHAM,;
#p < 0,05 vs INF.

2.3.- INTERVENCAO HOMEOMETRICA: RESPOSTA INOTROPIA AO
CALCIO:

A figura 11 refere-se a resposta inotropica em fungdo do aumento
crescente das concentracdes de Ca®* extracelular (0,62 mM, 1,25 mM, 2,5 mM
e 3,75 mM) na preparagdo de Langendorff. Como era de se esperar o
incremento da concentracdo de Ca?* aumentou a PSVD em todos os grupos.
Nas concentragdes maiores do que 1,25 mM, o efeito inotrépico ao Ca®" foi
menor no grupo IC quando comparado a resposta dos grupos SHAM e INF.

Nao houve diferenca entre os grupos SHAM e INF.
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Figura 11: Valores absolutos da pressao sistolica do ventriculo direito (PSVD) em
relagdo aos valores crescentes da concentragdo de calcio, que variam de 0,62 até
3,75 mM dos grupos SHAM (n=10), INF (n=10), IC (n=06). Os dados estdo expressos
como Média + EPM. ANOVA 2 vias com post hoc de Fisher LSD, * p < 0,05 vs
SHAM; # p < 0,05 vs INF.

A figura 12 mostra os valores referentes aos dados de contratilidade do
ventriculo direito em relacdo ao aumento das concentragdes extracelulares de
célcio através da dP/dt+ . Os animais do grupo IC mostraram uma diminuigéo
na resposta contratii em relagdo aos grupos SHAM e ao INF a partir da
concentragdo de 1,25 mM. Os animais SHAM e INF ndo apresentaram
diferenga na resposta contratil entre si.

A figura 13 mostra a primeira derivada temporal negativa do ventriculo
direito (dP/dt- VD) em relagao aos valores crescentes de célcio extracelular. Os
animais do grupo IC apresentaram menores valores de dP/dt- nas maiores
concentragdes de calcio, quando comparado ao grupo SHAM e INF. Essa
diferengca comecou a ser observada na concentragao de 1,25 mM de calcio,

fato semelhante ao ocorrido na dP/dt+ VD.
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Figura 12: Primeira derivada temporal positiva do ventriculo direito (dP/dt+ VD)
em relacdo aos valores crescentes da concentracao de calcio, que variam de 0,62 até
3,75 mM dos grupos SHAM (n=10), INF (n=10) , IC (n=06). Os dados estdo expressos
em Média £ EPM. ANOVA 2 vias com post hoc de Fisher LSD, * p < 0,05 vs SHAM;
#p < 0,05 vs INF.
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Figura 13: Primeira derivada temporal negativa do ventriculo direito (dP/dt- VD)
em relacdo aos valores crescentes da concentracdo de calcio, que variam de 0,62 até
3,75 mM dos grupos SHAM (n=10), INF (n=10), IC (n=06). Os dados eram expressos
em Média + EPM. ANOVA 2 vias com post hoc de com post hoc de Fisher LSD, *p <
0,05 vs SHAM; # p < 0,05 vs INF

2.4.- INTERVENCAO HOMEOMETRICA ATRAVES DA DOSE IN BOLUS DE
ISOPROTERENOL:

Na figura 14 estdo demonstrados os valores referentes ao aumento da
pressao sistolica no VD em fungéo de dose unica de isoproterenol 10° M, nos
grupos SHAM, INF e IC. Todos os grupos apresentaram efeito inotrépico
positivo. Entretanto, nos animais do grupo IC houve uma diminuicdo na

resposta f—adrenérgica em relagdo aos outros grupos.
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Figura 14: Pressao sistdlica do ventriculo direito (PSVD), apds dose-Unica de
isoproterenol 10° M, dos grupos SHAM (n=10), INF (n=10) e IC (n=06). Os dados
estdo expressos em Média £+ EPM. ANOVA 2 vias com post hoc de Bonferroni, * p <

0,05 vs SHAM; # p < 0,05 vs INF.

PSVD (mmHg)
>

SHAM INF IC
!

Figura 15: Variagcado da pressao sistélica do ventriculo direito (PSVD), apés dose-
Unica de isoproterenol 10° M, dos grupos SHAM, Infarto (INF) e Insuficiente (IC). Os
dados estao expressos em Média + EPM. ANOVA 2 vias com post hoc de Bonferroni,

*p < 0,05 vs SHAM; # p < 0,05 vs INF.
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Figura 16: Primeira derivada temporal positiva do ventriculo direito (dP/dt+ VD)

ap6s dose-Unica do isoproterenol 10° M, nos grupos SHAM (n=10), INF (n=10), IC

(n=06). Os dados estédo expressos em Média + EPM. ANOVA 1 via com post hoc de
Fisher LSD, * p < 0,05 vs SHAM; # p < 0,05 vs INF
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Figura 17: Primeira derivada temporal negativa do ventriculo (dP/dt+ VD) apds,
dose-unica de isoproterenol, dos grupos SHAM (n=10), INF (n=10), IC (n=06). Os

dados estao expressos como Média £+ EPM. ANOVA 1 via.
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2.5. - INTERVENGAO HOMEOMETRICA: RESPOSTA INOTROPICA A
ANGIOTENSINA I E II:

A resposta inotropica a ANG foi avaliada em duas etapas. A primeira
etapa era dada uma dose de ANG | com o intuito de avaliar a atividade
funcional da enzima conversora de angiotensina (ECA) na formacao da ANG II.
Na figura 18 demonstra que a dose unica de ANG | (20 nM) ndo promoveu
efeito inotropico em nenhum dos grupos estudados. Um padrdo semelhante
ocorreu com o uso de ANG Il (figura 19). Ndo houve qualquer alteragdo da

resposta inotrépica nos grupos.
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Figura 18: Pressao sistdlica do ventriculo direito (PSVD), apds dose-unica de
angiotensina |, dos grupos SHAM (n=10), INF (n=10), IC (n=06). Os dados eram
expressos em Média + EPM. ANOVA 2 vias com post hoc de Fisher LSD, * p <
0,05 vs SHAM; # p < 0,05 vs INF.
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Figura 19: Pressao sistdlica do ventriculo direito (PSVD), apds dose-unica de
angiotensina Il, dos grupos SHAM (n=10), INF (n=10), IC (n=06). Os dados eram
expressos em Média + EPM. ANOVA 2 vias com post hoc de Fisher LSD, * p <
0,05 vs SHAM; # p < 0,05 vs INF.



60

DISSCUSSAO

O principal achado deste estudo foi mostrar que, ja numa fase tao precoce
quanto 7 dias apés INF, a fungdo de bomba do VD, “in vivo”, estava preservada
no grupo INF e exacerbada no grupo IC. Por outro lado, a analise do VD, na
preparacao de coragao isolado, confirmou a manutengao da contratilidade do
grupo INF, e evidenciou um prejuizo no grupo IC. No grupo IC as respostas
inotropicas ao Ca** e B-adrenérgica estavam prejudicadas sem modificagéo na
resposta inotropica a ANG II.

O estudo de Moura (2007), em ratos 8 semanas apos INF, demonstrou
que a PSVD, no grupo IC, era maior in vivo do que in vitro. No VD do grupo IC
as respostas inotrépicas ao Ca** e ao isoproterenol, avaliadas na preparacéo
de Langendorff, estavam prejudicas quando comparadas com as dos grupos
SHAM e INF. O presente estudo, analisado na fase inicial apés INF, corroborou
os dados dos estudos cronicos descritos por Moura (2007). Em relagao a ANG
| e ANG Il, ndo houve efeito inotropico em nenhum dos grupos. Este resultado
sugere que este hormdnio ndo contribua significantemente para a regulagao da
resposta inotropica em ratos que sofreram IAM, com ou sem IC, mesmo
apresentando ativagdo do SRA cardiaco (Paul, Mehr, Kreutz, 2006).

O peso do pulm&o dos ratos do grupo IC quase dobrou quando
comparado aos ratos INF e SHAM, devido ao remodelamento pulmonar
causado pelo IC logo no inicio do desenvolvimento da doenga. Jasmin et al
(2003) mostraram que os pulmdes dos ratos com IC, apresentavam o dobro do
tamanho dos animais controle. Os autores relataram que a causa do
remodelamento estrutural seria principalmente consequéncia do aumento da
deposigao de colageno e de proliferagdo celular mais do que por edema na
regiao pulmonar.

O estudo demonstrou ainda que o SRA influencia diretamente a resposta
por aumentar a disfungcdo ventricular esquerda, o tébnus vascular pulmonar,
frente a disfungdo pressorica do VE e ser responsavel pelo estimulo aos
fibroblastos pulmonares em relagédo a deposi¢cao de colageno. O estudo de
Jasmin et al. foi realizado com animais insuficientes com 2 semanas do infarto

agudo. No nosso trabalho, todas as alteragbes cardiacas e, principalmente do
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remodelamento pulmonar, foram vistas 1 semana apds o infarto, o que indica
que todo o processo de remodelamento ja acontece no inicio da doenca.

Estudos demonstram que a IC gera aumento da pressao pulmonar devido
ao aumento da PDfVE, e que o aumento da resisténcia pulmonar funcional com
aumento de pos carga para o VD. Com isso, o VD necessita gerar mais
pressdo para manter o volume sistolico. Como consequéncia ocorre hipertrofia
concéntrica do VD, sendo esse fator preponderante para um mau prognostico
da IC (Abramson et al., 1992; Butler et al., 1999; Cappola, 2002; Ghio et al.
2001).

Os artigos evidenciam que tanto o VD quanto o VE sofrem alteragbes de
didmetro e espessura apds o infarto agudo do miocardio com o intuito de
diminuir o estresse sobre a parede miocardica em consequéncia da diminuigéo
de forga gerada pela perda dos cardiomidcitos infartados (Grossman,1975).

Anversa et al. (1985) descreveram que 3 dias apos o infarto agudo do
miocardio tanto o VE remanescente quanto o VD comecam a sofrer
remodelamento, principalmente a hipertrofia muscular. Além da hipertrofia é
sabido que ocorre alargamento da cavidade ventricular para compensar o
incremento do volume diastdlico final. Essas adaptacbes s&o descritas na
literatura como benéficas no inicio do infarto, principalmente para compensar a
perda de forga muscular, mas quando essa exposi¢ao se torna frequente, leva
ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca levando a faléncia do 6rgéo
acometido e aumentando a morbidade e a mortalidade desses animais.
(Gerdes,2002).

Muitos estudos mostram que essas alteragdes pressoricas intra -
cardiacas culminam com o aumento da espessura da parede miocardica e no
alargamento da camara cardiaca, e que essas alteragdes estdo diretamente
ligadas a atividade neuro-humoral, principalmente do SRA, da aldosterona, do
sistema simpatico e da endotelina. Todas elas tém o potencial de interferir na
atividade genbmica na produgdo da hipertrofia dos cardiomiécitos, da
hipertrofia dos fibroblastos, da apoptose dos cardiomiécitos e do aumento da
producdo de colageno no intersticio do tecido cardiaco pelos fibroblastos
(Francis et al., 1990; Leite-Moreira, 2003; Iwai, 1995; Struthers, 2004).

Park et al. (2001) descreveram que nos VD hipertrofiados de ratos 3 € 6

semanas apos INF possuiam alteragdes na producdo de RNAm de receptores
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Estudos do nosso laboratério mostraram que tanto o VD como o VE dos
animais do grupo IC apresentaram alteragdes do peso quando relacionado ao
peso corporal. Faria et al. (2007) demonstrou, em ratas, as mesmas alteragdes
no remodelamento do VD dos grupos IC e INF com 7 dias de infarto.

Outros trabalhos no nosso laboratério tém mostrado diferengca no
remodelamento e na fungdo hemodindmica em ratos que possuem ou nao
insuficiéncia cardiaca 4 e 8 semanas ap0s o infarto (Pereira et al,2005; Giubert
et al, 2005; Fernandes, 2006; Dias, 2007; Cappato , 2007; Moura, 2007).

Pouco se sabe sobre a diferengca no remodelamento entre ratos que
desenvolveram IC para os que nao desenvolveram. Como dito anteriormente é
sabido que o sistema neuro-humoral esta relacionado com o deterioramento
das funcgbes cardiacas apos o INF e que € um dos principais responsaveis para
o desenvolvimento da IC. Sera que os ratos que nado desenvolveram IC
possuem uma menor exposi¢cao ao sistema neuro-humoral? Ou se o sistema
neuro-humoral esta atuando de forma diferenciada com os ratos que néao
possuem IC com os que ratos que possuem IC?

Sun & Weber (2000) descreveram que a cicatriz apdés o infarto do
miocardio tem sua formagao total com 6 a 8 semanas apds a isquemia, e que a

7

sua formacdo é de suma importancia para o nao desenvolvimento da

insuficiéncia cardiaca. Li et al. (2006) descrevem que

Sendo isto, sera que os ratos do grupo INF possuem uma diminui¢gao das
atividades deletérias causadas pela via do SRA enquanto os animais IC

possuem uma ativagdo maior dessa via? E como a area de INF entre os dois
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grupos eram as mesmas, a formagédo da prépria cicatriz ndo seria um fator
preponderante para a génese da diferenga entre animais INF com e sem IC?

O SRA e a aldosterona tem sido descrito como um dos responsaveis para
a formacao tanto de hipertrofia do cardiomi6cito como do meio extracelular.
Anavekar e Solomon (2005) descreveram que a ANG Il realiza a
vasoconstricdo, estimula a liberacdo de aldosterona e aumenta a liberacdo de
catecolaminas, que também sao responsaveis pela hipertrofia e
remodelamento apds o infarto, através principalmente do receptor AT1.
Interessantemente, em camundongos Knockout para o receptor AT1 possuem
uma melhora no processo de remodelamento e aumento da sobrevida apds o
IAM,

Sugden & Clarck (1998) descreveram que a ANG Il pode por si so
estimular a hipertrofia do cardiomiécito através do receptor AT1. E que essa
ligacdo no receptor AT1 estimularia a via da proteina G estimulatoria, ativando
a fosfolipase C e a proteina kinase C, e essas duas favorecerem a cascata de
hipertrofia do cardiomidcito (Shi & li, 2007).

Quang et al. (2003), relataram que o remodelamento e a hipertrofia do VD
e do VE se desenvolvem igualmente apés 4 dias de infarto e 2 semanas apos o
INF. Isso sugere que tanto o VD como o VE sofrem alteragbes no mesmo
momento apos o IAM do VE. Os autores descreveram ainda que o bloqueio do
receptor AT1 através do farmaco Ibesartan (bloqueador seletivo do receptor
AT1) n&o diminuiu o remodelamento e as pressoes sistolicas e diastdlicas dos
animais apos 4 dias de infarto. Apds 2 semanas apenas o remodelamento
indicava sinais de melhora apds o bloqueio do receptor AT1. Esse fato sugere
que ha a participacdo de outras vias nao influenciadas pelo receptor AT1 e
principalmente na influéncia da fungao contratil e no remodelamento do VD

E sabido ainda que na fase aguda apos INF, ha aumento das vias pro-
inflamatérias, visto através de algumas citocinas como a TNF-o,a mais
estudada (Levine et al.,1990; Kubota et al., 2000). Alguns estudos tém
relacionado o aumento da produgdo do TNF - oo.com a piora de todas as
funcdes cardiacas, sendo elas ligadas ao remodelamento e/ou ligadas a
fungcdo hemodinamica tanto do VE como a do VD (Janczewski et al., 2003;
Odeh , Sabo & Oliven, 2006).
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Moro et al. (2007) mostraram em seus estudos que a liberagao de TNF -
o, tem o seu maior pico no 2 dia apos o infarto. No terceiro e dia em diante n&o
ha mais um aumento na produgdo da citocina, sendo vista um novo aumento
no sétimo dia apdés o INF, data essa que tem inicio todo o processo nas
alteragdes hemodinédmicas dos animais IC. Os autores descrevem que a
liberacdo da citocina pode ser um fato marcante para o aparecimento e
desenvolvimento da IC. Mais do que um efeito no remodelamento, o TNF -
a possui um efeito inotropico negativo direto, através da ativagdo da enzima
oxido nitrico sintase induzivel, INOS, e que esse possivel efeito pode ser
estimulado pela via da ANG Il (Hosenpud et al., 1989; Mann, 2002; Yong et al.,
1999).

A diferenga na formagado do processo inflamatério apés o INF do
miocardio € um evento a qual pode ser diferente e ter repercussdes nos
animais infartados com IC em relagao aos ratos INF sem IC. O remodelamento
causado pelo rato INF sem IC pode ser demonstrada por todas as alteracdes
nos dados ponderais e hemodindmicos quando relacionados aos IC.
Considerando entao que o padrao do processo inflamatdrio € bastante influente
na génese de todas as alteragdes que cursam no desenvolvimento do IC, esse
pode ser um fator marcante na separagao da evolugcédo desses animais.

Quando avaliamos esses coragdes na preparacao de Langendorff, os
dados referentes a funcdo do VD mostravam diferenca em relacdo a funcao
sistdlica. A presséao sistolica dos animais IC no experimento in vivo era maior
do que nos animais INF. No experimento in vitro houve uma diminuigdo em sua
funcao sistélica em relagado aos animais INF.

Segundo Moura (2007), essa piora na funcéo sistolica do VD é visualizado
nos animas com 8 semanas apos o IAM. Nos resultados do nosso trabalho, a
alteracdo da resposta inotropica do VD mostra que esta alteracdo, medida no
sistema de Langendorff, acontece mesmo que todo o processo de
remodelamento cardiaco n&o esteja completo. Assim, mesmo os corag¢des de
ratos analisados 7 dias ap6s INF, a semelhangca do que ocorreu nos grupos
estudados mais tardiamente com 6 semanas, ja apresentam disfung&o contratil.
Reafirmando que a influéncia de um sistema de regulacdo da fungéo sistolica

do VD é determinante para o desenvolvimento da IC.
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Quando testada a resposta estiramento — tensdo do VD foi visto que a
resposta inotrépica ao aumento da pressao diastolica estava aumentada no
grupo IC em comparacédo aos grupos INF e SHAM. O grupo INF também
apresentou um melhor desempenho ventricular em relagdo ao grupo SHAM.

E sabido que o mecanismo de Frank — Starling tem explicacdo no
aumento da sensibilidade ao Ca®" causado pela aproximacdo dos
miofilamentos e aumentando a atividade desses mioflimentos na contratilidade
(Fukuda & Granzier, 2005). Assim, neste estudo foi possivel demonstrar que os
aumentos de PDVD provocaram elevagdes percentuais da PSVD maiores nos
grupos IC e INF. Por esta raz&o n&o nos parece que houve prejuizo efetivo da
capacidade de resposta ao estiramento nestes animais, e sim uma preservacao
do mecanismo de Frank Starling as expensas da queda do inotropismo ao Ca**
e ao isoproterenol. O trabalho de Moura (2007), realizado aos 60 dias apos
IAM, corroborou os dados do presente estudo.

Daniels et al. (2001), trabalhando com animais aos 12 dias apos infarto,
descreveram que a relacdo comprimento-tensdo dos VD desses animais
estava diminuida,. Além disso, apds o tratamento com o antagonista do
receptor AT1 Losartan, a resposta inotrépica ao estiramento melhorou, sendo
essa melhora resultada de uma melhor complacéncia do VD.

Com relagao aos efeitos homeométricos, esses foram divididos em 3
fases. A primeira fase foi a avaliagdo dos grupos INF e IC a mudanga da
concentracdo extracelular de Ca®". A resposta inotropica estava prejudica no
grupo IC em relagdo ao SHAM a partir das concentragdes 1,25 mM de Ca?".
Essas alteracdes mostram que a regulacdo da atividade ao Ca®" ja esta
prejudicada a no VD logo no inicio do desenvolvimento da doenga. Em relacéo
aos valores de contratilidade (dP/dt+) e relaxamento (dP/dt-), estes também se
mostraram deficientes quando era aumentada a concentracdo de calcio
extracelular também a partir de 1,25 mM.

Os resultados do presente estudo mostraram que o animal INF nao
consegue preserva a funcado contratil apdés o infarto em relagdo aos animais
com IC. Essa adaptacao pode ser proveniente das alteracbes na manutencao
das estruturas que fazem o controle do Ca®" no interior do cardiomidcito como
a SERCA, o PLB, os canais de RyR;, dyhidropiridina, além das bombas e

trocadores de Ca?".
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Davani et al. (2004) estudando a participagao das células imunoldgicas na
alteracdo da fungédo do cardiomidcito na inflamagéo pos o infarto agudo do
miocardio, demonstrou que a interacdo dos leucécito com as moléculas de
adesao na superficie dos cardiomiécitos favorece a alteragéo da liberagao e da
recaptacdo do Ca®" intracelular para o reticulo sarcoplasmatico. Eles
descrevem que apos o acoplamento dessas células ao cardiomiécito, o
sincronismo entre o receptor de RyR com o de dyhidropiridina se alteram
gerando um prejuizo na liberacdo de Ca*— Ca®* induzido além de um aumento
na ocorréncia dos sparks de Ca®'. Eles relacionam essas alteracdes a
mudanga na organizagao estrutural do citoesqueleto apdés a aderéncia nas
moléculas de adeséao.

A disfungao contratil na fase precoce do IAM associado as alteragdes
cardiacas por consequéncia do processo inflamatério apés o INF pode ser um
dos fatores iniciais para o desenvolvimento das alteragdes sub-celulares que
controlam a movimentagdo de Ca®* para as atividades funcionais do
cardiomiécito, sendo esses fatores relacionados como um dos provaveis
causadores do processo de ma adaptagao do cardiomiocito apds o INF e da IC.

Estudos mostram que a influéncia das citocinas pro-inflamatorias no 1AM,
principalemente o TNF-a, diminui a fungao ventricular e estimula as alteracdes
nas expressdes das proteinas contrateis. Janczewski et al. (2003) estudando
coragbes de camundongos que super-expressavam o TNF-o, possuiam uma
alteragao na resposta contratil, de relaxamento e na diminuicdo na resposta p—
adrenérgica apos a estimulagdo com isoproterenol no VE.

Interessantemente, nesse estudo os animais do grupo IC apresentaram
alteracdes semelhantes de contratilidade e no relaxamento miocardio durante o
aumento crescente de Ca®" extracelular, além de mostrar uma diminuicdo a
resposta ao isoproterenol.

Estudos, recentes, tém mostrado que ha uma interacdo das vias
inflamatdrias, como as células de adesdo, citocinas e alteragdes nucleares
através de ativagao da via NF-«xB com a atividade do SRA (Hernandez-Presa et
al.,, 1997; Luft et al.; 2001; Kalra et al., 2000). Sekiguchi et al. (2004)

mostraram que o cardiomiécito exposto a ANG I, liberava TNF-a devido

a inflamacao causada diretamente pela ANG IlI.
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Dhalla et al. (2008) descreveram que ao inibirmos a agao do receptor AT1
com o enalapril ocorre melhora de todas as atividades de varias proteinas
cardiacas, principalmente na diminuigdo da  — MHC, aumento da a— MHC,
aumento da quantidade de receptor de RyR, de fosfolambam, da bomba de
Ca’" e da restauragdo das subunidades da NKA.

Outra proteina importante no desenvolvimento da IC, e que tem sido
estudada atualmente, € a S100A1 (Most et al., 2006). Essa proteina tem sido
descrita como facilitadora da mobilizacdo de Ca?* no interior dos cardiomidcitos
(Donato, 2003). Ehlermann et al. (2000) estudando o VD apés o hipertensao
pulmonar demonstraram que para manter a fungdo normal do VD o
cardiomidcito langa mao do aumentar na produgdo da proteina S100A1 para
contrabalancear a disfuncdo funcdo contrati. Quando essa produgdo nao
consegue ser permanecida, ha o aparecimento da IC nos animais hipertensos.
Most et al., (2004) mostraram que em VE, a atividade da proteina S100A1 esta
diminuida nos ratos com IC, e quando tratado geneticamente esses ventriculos,
eles voltam a ter a suas atividades cardiacas mais préximas do normal.

Todas essas mudancgas na funcdo dos cardiomidcitos levam a crer que
provavelmente os animais infartados possuem algum tipo de controle das
alteracdes das proteinas reguladoras do Ca®* e que mantém a funcéo do VD o
mais normal possivel apds o INF, diferente dos animas IC que nao
conseguem O mesmo.

Nesse estudo, o controle da movimentagdo do Ca®** se mostrou
prejudicada nos animais do grupo IC em relagao aos animais do grupo SHAM e
INF. Moura (2007) mostrou que a regulagdo ao aumento crescente ao Ca®*
extracelular estava diminuida nos animais do grupo IC em relagdo aos animais
dos grupos SHAM e INF apdés 60 dias do IAM.

Possivelmente as estruturas que fazem a regulagdo do Ca®" intracelular
estado prejudicadas no cardiomiocitos dos animais do grupo IC, sendo que nos
animais do grupo INF se mantém preservadas.

Ha um grande envolvimento do sistema adrenérgico nos coragdes INF.
Alguns autores relatam que o sistema simpatico facilita todas as alteragbes
cardiacas apos o INF, como o remodelamento cardiaco e da matriz extracelular
(Leimbach et al., 1986). Alguns autores descrevem que o animal IC possui,

devido ao aumento do estimulo simpatico, uma dissensibilizacdo e/ou uma



6

o0

diminuigdo da quantidade do receptor ; € aumento do receptor 3, (Bristow et
, 1993).
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(Akers & Cassi,2000; Wendell et al., 2004).

Sabendo que a ANG Il atua e influéncia a fungdo cardiovascular,
estudamos a participacdo inotropica desse horménio nos animais INF, IC e
SHAM. Primeiro foi utilizado a ANG |, com o intuito de investigar a atividade
funcional da ECA no tecido cardiaco. Nossa hipétese era de que a infusao de

ANG | transformando-se em ANG Il promoveria efeito inotrépico via receptor
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AT1. Assim, poderiamos verificar se a alteracdo do efeito contratil dos animais
INF e IC era modulada diretamente pela ECA local. O resultado, porém, nao
mostrou qualquer efeito inotropico direto devido o estimulo da clivagem da ANG
| em ANG Il pela ECA. Além disso, nao houve nenhuma resposta inotropica
com a ANG Il diretamente infundida em todos os grupos estudados.

A acao inotropica da ANG Il é bastante discutida pelos pesquisadores que
estudam o efeito desse hormdnio sobre o coracdo. Os estudos realizados até
entdo mostram que no coragdo normal de varios mamiferos pode ocorrer
desde um efeito inotrépico positivo (Fujita & Endoh, 1999; Ikenouchi et al.,
1994; Ishihata & Endoh, 1993; Mattiazzi et al., 1997; Moravec et al., 1990; Vila
Petroff et al., 2000), negativo (Capasso et al., 1993; Li et al., 1994; Meissner et
al., 1998; Moravec et al., 1990; Lefroy et al., 1996; Rosenkranz et al., 1997;
Sakurai et al., 2002) ou mesmo nenhum efeito inotrépico (Lefroy et al., 1996;
Ishihata & Endoh, 1993; Holubarsch, 1993; Lenz et al., 1995).

Lefroy et al., 1996 mostraram que a ANG Il n&o possuia nenhum efeito
inotrépico nos animais de varios mamiferos, sendo um deles o rato. Esse
resultado esta relacionado tanto com os coragdes sadios como em coracdes
INF. Em seus estudos eles mostraram que a ANG |l ndo consegue influenciar o
inotropismo nem dos ratos e nem de outros mamiferos como os do
cardiomidcito humano.

Ford et al., 2001, mostraram que apo6s estudos com Langendorff,
realizando a técnica de isquemia-reperfusao, a ANG Il ndo influenciou em nada
o efeito inotropico desse animais, somente interferiu na formagao da cicatriz
pos INF. Os dados sugeriram que mesmo ndo havendo nenhuma agao direta
sobre o estado inotropico do cardiomiocito, a ANG Il participa no
remodelamento cardiaco.

Esses resultados discrepantes nos mostram que o efeito da ANG Il sobre
o cardiomiécito nao esta bem elucidado. No presente estudo, a dose unica de

ANG | e ANG Il ndo foi possivel gerar nenhuma atividade inotropica.
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CONCLUSAO

Os dados apresentados neste estudo nos permitem concluir que, ja numa
fase tao precoce quanto 7 dias apds infarto, a fungdo de bomba do ventriculo
direito, “in vivo”, estava preservada no grupo INF e exacerbada no grupo IC.
Por outro lado, a analise do ventriculo direito, na preparacido de coracao
isolado, confirmou a manutencdo da contratilidade do grupo INF, e evidenciou
um prejuizo no grupo IC. No grupo IC as respostas inotropicas ao caélcio e [3-
adrenérgica estavam prejudicadas sem modificacdo na resposta inotrépica a
angiotensina Il

Isso indica que a disfungdo do VD ja se mostra presente sem ao menos
todo o processo de remodelamento e adaptagcao do VE esteja completamente
terminado.

Além disso, o SRA, provavelmente, nado interfere diretamente do controle
ou disfuncgao sistdlica e diastolica dos coragdes SHAM, INF e IC dos VD.

Provavelmente outros fatores possam estar influenciando a fungao
contratil do VD dos animais IC, sendo que nos animais INF possa nao ter essas
influéncias ou possuirem outros tipos de influencia. A atividade simpatica,
substancias que atuem no remodelamento ou fatores locais no processo
inflamatério poderiam interferir no controle da atividade tanto contratil quanto
de relaxamento do grupo IC, sendo que no grupo INF ha uma melhor
adaptacao da lesao cardiaca.

A causa que faz com que os animais INF possuam uma diferenca na
resposta adaptativa, gerando ou ndo IC ainda nao esta é descrita, sendo que
ainda ha a necessidade de mais estudos nesse fenbmeno a qual possa dar
maior clareza das alteragbes que ocorrem nesses animais e porque alguns
ratos conseguem se mantiver estavel ao ponto que o outro fique com

deteriorado.
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