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Palavras-chave

Resumo

endotelina-1, endotélio endocardico, insuficiéncia cardiaca, propriedades
diastélicas, distensibilidade miocardica, doxorrubicina.

A presente dissertacdo teve como principal objectivo esclarecer os efeitos
intrinsecos da ET-1 na regulacdo da funcdo miocardica em coracbes
saudaveis e na presenca de IC induzida experimentalmente. O estudo foi
levado a cabo em coelhos brancos Neo-Zelandezes saudaveis (Grupo
Controlo) e com IC induzida pela doxorrubicina (1mg/kg, iv, 2 vezes por
semana, durante 8 semanas; Grupo IC).

A funcdo cardiaca foi avaliada in vivo e in situ através de estudos
ecocardiograficos e hemodinamicos, respectivamente. Os efeitos miocardicos
de doses crescentes de ET-1 (0,1; 1 e 10 nM) foram avaliados in vitro em
musculos papilares isolados do ventriculo direito do Grupo IC e do Grupo
Controlo na presenca de: (i) endotélio endocéardico (EE) intacto, (i) EE
danificado, (i) N®-Nitro-L-Arginina (L-NNA; inibidor da sintase de NO) e (iv)
Indometacina (INDO; inibidor da ciclooxigénase).

A avaliacdo ecocardiografica e hemodindmica demonstrou um compromisso
significativo da funcéo ventricular dos animais do Grupo IC em comparacao
com os do Grupo Controlo. No Grupo Controlo com EE intacto, a ET-1
promoveu efeitos inotrépicos e lusitropicos positivos dependentes da dose.
Estes efeitos mantiveram-se na auséncia de EE, na presenca de L-NNA e de
INDO. No que respeita as propriedades diastolicas verificou-se um aumento
significativo da distensibilidade miocardica apés a adicdo de ET-1 na presenca
de EE intacto. Este efeito foi abolido na auséncia do EE, na presenca de L-
NNA ou de INDO e no Grupo IC. Demonstrou-se que a ET-1 exerce, além dos
conhecidos efeitos sobre a funcao sistolica, um aumento da distensibilidade
diastdlica do miocéardio, dependente da libertacdo endotelial de NO e de
prostaglandinas e que se encontra atenuado na IC.



Keywords

Abstract

endothelin, endocardial endothelium, heart failure, diastolic properties,
myocardial distensibility, doxorubicin.

The main goal of the present dissertation was the study of the intrinsic effects
of ET-1 in the regulation of myocardial function in healthy hearts and in
experimentally-induced heart failure. This study was carried out in healthy New
Zealand white rabbits (Control Group) and diseased rabbits treated with
Doxorubicin (1mg/kg, intravenously twice a weekly for 8 weeks, DOX-HF
Group).

Cardiac function was evaluated in vivo and in situ by ecocardiographic and
hemodynamic studies, respectively. The myocardial effects of ET-1 (0.1, 1,
10nM) were tested in vitro in papillary muscles from the DOX-HF group and
from the Control Group in the presence of: (i) intact endocardial endothelium
(EE); (ii) damaged EE; (iii) N®-Nitro-L-Arginine (L-NNA; NO synthase inhibitor);
and (iv) Indomethacin (INDO; cyclooxigenase inhibitor).

The ecocardiographic and hemodynamics studies revealed a significant
impairment of the ventricular function in DOX-HF Group, in compare with
Control Group. In the presence of an intact EE, ET-1 promoted concentration-
dependent positive inotropic and lusitropic effects that were maintained after
damaging the EE, in the presence of L-NNA or INDO and in the DOX-HF
Group. ET-1 reduced resting tension at the end of the isometric twitch
(increased diastolic distensibility) in muscles with intact EE, effect that was
completely abolished after damaging EE, in the presence of L-NNA or INDO or
in the DOX-HF Group. This study demonstrated that the increase in myocardial
distensibility induced by ET-1 is absent in HF and is dependent of NO and
prostaglandin release.
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AC

GC

Ang I
AMPc
COX
DAG
DOX
dP/dtmax
dP/dtmin
dT/dtmax
dT/dtmin
ECA
ECE

EE

Adenilciclase

Guanilciclase

Angiotensina Il

Monofosfato de adenosina ciclico

Ciclooxigénase

Diacilglicerol

Doxorrubicina

Velocidade maxima de elevagédo da presséo ventricular
Velocidade maxima de queda da presséo ventricular
Velocidade maxima de elevacdo da tenséo muscular
Velocidade maxima de queda da tensdo muscular
Enzima de conversao da angiotensina

Enzima de converséo da endotelina

Endotélio endocardico

Endotelina-1

Monofosfato de guanosina ciclico

Insuficiéncia cardiaca

Indometacina

Inositol 1,4,5 trifosfato

via intramuscular

via intravenosa

NE-Nitro-L-Arginina

Trocador sodio/célcio (Na*/Ca?")

Trocador sédio/hidrogénio (Na*/H*)

Oxido nitrico

Fosfolipase C

Proteina cinase A
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PKC Proteina cinase C

PKG Proteina cinase G

TA Tensé&o activa

TP Tensao passiva

VD Ventriculo direito

VE Ventriculo esquerdo
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Introdug&o e Objectivos

A Insuficiéncia Cardiaca (IC) é uma condicdo debilitante com elevada
mortalidade. Em Portugal tem uma prevaléncia total de 4,4% que aumenta abruptamente
com a idade, sendo superior a 8% acima dos 60 anos e atingindo os 16% acima dos 80
anos (Ceia et al., 2002; Fonseca et al., 2002).

SINDROME DA INSUFICIENCIA CARDIACA

A sindrome da IC & consequéncia da incapacidade do coragdo gerar um
adequado débito cardiaco, para atender as necessidades metabdlicas do organismo. Os
mecanismos fisiopatoldégicos mais importantes associados a IC incluem: a estimulagéo
cardiaca  (inotropismo/contractilidade,  cronotropismo/frequéncia  cardiaca e
lusitropismo/relaxamento), a vasoconstrigéo arteriolar periférica e a retengéo renal de

sodio e agua (Cerqueira-Gomes et al., 2004).

Esta sindrome envolve a activagdo de mdltiplas vias celulares, metabdlicas e
neurohumorais promovida por uma lesdo miocéardica inicial (Ganguly et al., 1989; Baker
et al., 1990; Ferrari et al., 1999; Kjaer & Hesse, 2001). A IC é caracterizada por alteracdo
dos padrdes hemodindmicos (pré-carga e débito cardiaco), e mudangas nos sistemas
neurohumorais. As neurohormonas libertadas, actuando de forma enddcrina, paracrina
ou autécrina, promovem uma pandplia de efeitos que, embora possam ser considerados
inicialmente compensadores, rapidamente se tornam deletérios, contribuindo para o ciclo

vicioso de auto-agravamento que caracteriza esta sindrome (Katz & Zile, 2006).

O seguinte quadro mostra os principais mecanismos neurohumorais que actuam

na IC, divididos em reguladores e contra-reguladores.
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Quadro | - Mecanismos neurohumorais na Insuficiéncia Cardiaca (Cerqueira-Gomes et al., 2004).

Vasoconstritores/Antinatriuréticos Vasodilatores/Natriuréticos
Proliferativos/Inotropicos Antiproliferativos/Inotrépicos
positivos negativos
Neuroendocrinos
Renina-Angiotensina Peptideos Natriuréticos
Simpatico-adrenal - ANP, BNP, CNP

Vasopressina
Autécerinos efou

Paracrinos
Angiotensina Sistemas dopaminérgicos locais
Troboxano Prostaglandinas
Endotelina NO

Cininas
Adrenomedulina

A reforcar a importancia dos mecanismos neurohumorais esta ainda o facto do
seu bloqueio ter estado na base dos avangos mais significativos da terapéutica
farmacoldgica da IC, com reflexos directos no prognéstico da doenga e, portanto, na

sobrevida dos doentes (Jessup & Brozena, 2003).

Outro aspecto fisiopatologicamente importante e, pelo menos em parte,
relacionado com a desregulagcdo neurohumoral, diz respeito a disfuncdo endotelial
vascular. A disfuncdo endotelial € um achado precoce na progressdo para a IC e
relacionado ndo apenas com a reducdo da biodisponibilidade de dxido nitrico (NO), como
classicamente apontado na literatura clinica, mas também com alteragdes de varias
outras vias sinalizadoras paracrinas e autécrinas (ECE, COX, ECA) e das suas
propriedades (anti)-crescimento, (anti)-inflamatéria e (anti)-coagulante. Adicionalmente,
factores locais, como o stress inflamatorio (citoquinas), o stress oxidativo e a hipdxia séo
capazes de induzir alteragbes do fendtipo endotelial para além do tradicionalmente
descrito desequilibrio entre a disponibilidade de factores vasodilatadores e de factores
vasoconstrictores. Esta disfungao tem sido invocada para explicar a fadiga, intolerancia
ao exercicio, respostas vasoconstritoras inapropriadas com redugdo da capacidade
vasodilatadora e consequente elevagédo da resisténcia vascular periférica. Apesar da sua
potencial importancia na disfungéo cardiaca e de toda a evidéncia acima referida sobre a
relevancia fisiopatolégica da disfuncdo endotelial vascular na IC, o papel do endotélio
endocardico nesta sindrome permanece ainda por esclarecer (Brutsaert, 2003;
Endemann & Schiffrin, 2004).
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INSUFICIENCIA CARDIACA SISTOLICA E DIASTOLICA

O ciclo cardiaco pode ser dividido em sistole e diastole. Sem levar em
consideracdo o tempo exacto destes periodos, € normalmente aceite que a funcao
sistolica esta relacionada com a capacidade do ventriculo contrair e ejectar, enquanto a

funcéo diastdlica reflecte a sua capacidade de relaxar e encher.

Actualmente, a Insuficiéncia Cardiaca pode ser subdividida em Insuficiéncia
Cardiaca Sistolica e Insuficiéncia Cardiaca Diastdlica. Estas duas sindromes clinicas
diferem na epidemiologia, demografia e origem. Uma vez que a IC Sistolica e a IC
Diastélica representam subgrupos de doentes com IC, estes partilham factores clinicos,
nomeadamente hemodindmicos, causados por mecanismos fisiopatolégicos diferentes
(Zile & Brutsaert, 2002). Os coragdes com IC Sistdlica s&o caracterizados por
apresentarem hipertrofia excéntrica (parede ventricular esquerda fina), dilatacdo
progressiva do VE e disfungédo contractil, enquanto na IC Diastdlica, os coragdes exibem,
geralmente hipertrofia concéntrica (espessamento das paredes), volume telediastolico do
VE normal ou reduzido, remodelagem concéntrica (ambos causados frequentemente por
sobrecarga de pressdo cronica - hipertenséo) e disfungéo diastolica (Katz & Zile, 2006)
(Figura 1). A IC Diastdlica pode ocorrer isolada ou simultaneamente com a IC Sistélica
(Zile & Brutsaert, 2002).
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gerd =i v
Coracéao hipertrofiado Coracdao dilatado

Coragéo Normal (Insuficiéncia Cardiaca Diastélica) ( Insuficiéncia Cardiaca Sistélica)

Figura 1 - Esquema representativo do ventriculo do VE humano de: coragdo normal, coragdo com

IC diastdlica e coragdo com IC sist6lica (adaptado de Jessup & Brozena, 2003).
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ENDOTELINAS CARDIOVASCULARES

Nos ultimos anos tem sido largamente documentada a hiperactivacdo e
participagdo do sistema da endotelina (ET) em diversas manifestagdes da IC. As
endotelinas sdo essenciais na fungdo cardiovascular, desempenhando papéis
importantes na regulacdo e na adaptacao da funcéo cardiaca a diferentes necessidades,

incluindo a manutengao da fungéo diastolica (Brunner et al., 2006).

O sistema da endotelina é constituido por 3 isopeptideos, diversas isoformas de
peptidases activadoras e por dois receptores acoplados a proteinas G, ETa e ETs, que se
encontram associados a multiplas vias de sinalizagdo. A familia da endotelina é
constituida por 4 isoformas de 21 amino&cidos: endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2),
endotelina-3 (ET-3) e por uma quarta isoforma (ET-4), originalmente identificada como
constritor intestinal vasoactivo no rato, que é analoga da ET-2 humana (Figura 2). Para
além destas isoformas, varias toxinas de veneno de cobra denominadas sarafotoxinas

foram identificados como membros desta familia (Masaki, 2002; Brunner et al., 2006).

As endotelinas, ET-1, ET-2 e ET-3 séo codificadas por genes distintos localizados
nos cromossomas 6, 1 e 20, respectivamente (Motte et al., 2006) (Figura 2). AET-1é a
principal isoforma presente no sistema cardiovascular, sendo predominantemente
produzida pelo endotélio cardiaco (vascular e endocardico), mas também pelo muasculo

liso e pelas células miocardicas (Russel & Molenaar, 2000).

A ET-1 foi originalmente identificada em 1988 por Yanagisawa, como sendo o
mais potente vasoconstritor endégeno conhecido. E considerada um regulador local
(autocrino e paracrino), uma vez que a sua libertacdo é predominantemente abluminal.
Os niveis plasmaticos, salivares e tecidulares cardiacos de ET-1 encontram-se
aumentados na IC, correlacionando-se positivamente com a gravidade da doenga e
negativamente com o prognéstico (Krum et al., 1998; Attina et al., 2005; Motte et al.,
2006).
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Figura 2 — Estrutura das isoformas da endotelina. Os
residuos assinalados correspondem aos residuos que
diferem da endotelina-1 (adaptado de Sakurai et al,
1992).

ASPECTOS MOLECULARES DO SISTEMA DA ENDOTELINA-1
SINTESE E SECRECAO DA ENDOTELINA-1

O produto inicial do gene da ET-1 € um peptideo denominado pré-pré-ET-1, um
peptideo de 212 amioacidos que é convertido por uma protease semelhante a furine em
big ET-1, de 38 aminoacidos. Numa segunda etapa, as enzimas conversoras da
endotelina (ECEs) clivam a big ET-1 e libertam a forma madura do peptideo ET-1. As
ECEs pertencem a familia das metaloproteases e localizam-se nas células endoteliais,
células do musculo liso, cardiomiocitos e macrofagos. Estas enzimas nédo sé@o, no
entanto, as uUnicas promotoras da sintese de ET-1, outras vias alternativas incluem
metaloproteases distintas das ECEs (como a endopeptidase neutra) e a quimase que
cliva a big ET-1 num peptideo de 31 aminoacidos, a ET-1131. Esta parece ser
posteriormente convertida em ET-1 pela endopeptidase neutra (D'Orleans-Juste et al.,
2003; Davenport & Maguire, 2006) (Figura 3).
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A expressao e libertacdo da ET-1 séo estimuladas por diversos factores quimicos
e fisicos, nomeadamente, stress mecanico baixo, hipoxia, factores de crescimento, Ang
Il, catecolaminas, citoquinas, trombina, radicais livres e pela propria ET-1. Pelo contrario,
a expressdao do RNAm da ET-1 ¢ inibida pelo NO, peptideos natriuréticos, prostaciclinas,
heparina e pelo aumento do fluxo sanguineo, este Ultimo através do aumento da
libertagdo de NO por activagéo dos receptores de stress mecanico nas células endoteliais
(Brunner et al., 2006).

Hip6xia Célula endotelial

Hormonas

Peptideos ? \

Trombina

Stress mecanico

(baixo) —| gene da endotelina—l'— => RNAm prepro-endotelina-1

NO ¥

ANP, BNP, CNP prepro-endotelina-1

Prostaciclina,

Heparina, enzima Furine-likel

Stress mecanico

(elevado) big endotelina-1
ECEl

K ENDOTELINA-1 /
pd
Accoes: ~

paréacrinas,endocrinas
autécrinas, secretéria

Figura 3 — Regulagdo da sintese da endotelina-1 (adaptado de Brunner et
al., 2006).

A secregdo da ET-1 activa é assim controlada por regulacdo quer ao nivel da
transcri¢cdo genética, quer ao nivel da actividade de enzimas conversoras. A maioria dos
factores estimuladores actuam através da activagdo da PLC e consequentemente da
PKC, ou através de vias dependentes de proteinas cinases activadas por mitogénios
(MAPKs), enquanto os factores inibitérios sédo mediados pela inibicdo do metabolismo do
bifosfasto de fosfotidilinositol induzida pela via do GMPc (Neylon et al., 1990; Brunner et
al., 2006).

A ET-1 é um componente normal do plasma humano que esta constantemente a
ser produzida e removida. Em individuos saudaveis, as concentra¢des de ET-1 s&o muito
baixas, variando na maioria dos estudos entre cerca de 0,3 pg/mL a 3 pg/mL (Battistini et

al., 1993). E geralmente aceite que os niveis de ET-1 sdo bastantes superiores junto as
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células musculares lisas do que no lumen vascular, devido a sua libertagdo

predominantemente abluminal (Wagner et al., 1992).
RECEPTORES DA ENDOTELINA-1

Nos mamiferos a actividade biolégica da ET-1 é mediada pela ligagéo a dois tipos
de receptores: os receptores ETa e os receptores ETg. Tipos de receptores adicionais
foram identificados apenas em anfibios (Karne et al., 1993) e em aves (Lecoin et al.,
1998), néo existindo, contudo, até & data evidéncias moleculares da sua existéncia em

mamiferos (Davenport, 2002).

No Homem, os receptores ETa € ETg sé@o codificados por genes distintos
localizados nos cromossomas 4 e 13, respectivamente, partilham cerca de 60% de
identidade em aminoacidos (Sakurai et al., 1992) e cada um dos tipos é altamente
preservado nas varias espécies de mamiferos. Ambos os receptores contém sete
dominios transmembranares e pertencem a classe 1 (familia A ou rodopsin-like) da
familia de receptores transmembranares acoplados a proteinas G (Davenport, 2002). Os
receptores ETa possuem dez vezes mais afinidade para a ET-1, enquanto que os
receptores ETg possuem igual afinidade para as trés endotelinas endogenas (Motte et al.,
2006).

Os receptores ETa e ETg distinguem-se néo so6 pela sua afinidade de ligagao as
diferentes isoformas de ET, mas também pela sua distribuicdo nos tecidos e células e
pelos seus efeitos fisioldgicos. Assim, no sistema cardiovascular, os receptores ETa sdo
expressos nas células musculares lisas, nos cardiomidcitos e nos fibroblastos, e os
receptores ETg sé@o expressos predominantemente nas células endoteliais e em menor
grau no musculo liso, nos fibroblastos e nos cardiomidcitos (Miyauchi & Masaki, 1999).
Mais especificamente no coragdo humano, estes receptores encontram-se distribuidos
amplamente e heterogeneamente, incluindo o musculo cardiaco e o sistema de condugédo

atrioventricular (Russel & Molenaar, 2000) (Figura 4).
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Auricula Direita 63-75/25-37 Septo auricular 70-73/27-30

N6 auriculoventricular

Feixe de His 38/62 _
51-56/44-49

Células Endocardicas

ET
Ae Septo Ventricular

71-73/53-54
85-86/14-15

Figura 4 - Distribuicdo dos receptores ETa € ETs no coracdo
humano. Os valores encontram-se expressos em percentagem
(adaptado de Russel & Molenaar, 2000).

Em termos gerais, o0s receptores ETa, mais abundantes no sistema
cardiovascular, promovem vasoconstrigdo, aumento do inotropismo e mitogénese
(Miyauchi & Masaki, 1999). Por outro lado, os receptores ETg tém propriedades
vasodilatadoras, mediadas pela libertagdo do NO (Tsukahara et al., 1994), e
prostaciclinas (de Nucci et al., 1988), e efeitos inibitorios do crescimento associados a
apoptose (Mallat et al., 1995; Okazawa et al., 1998; Russel & Molenaar, 2000). Este tipo
de receptores é também responsavel pela depuragédo pulmonar da ET-1 circulante
(Fukuroda et al., 1994; Honore et al., 2005) e pela sua re-captagdo pelas células
endoteliais (Ozaki et al., 1995).

Ao nivel vascular é possivel ainda subdividir os receptores. Os receptores ETa, de
localizagdo muscular, podem ser classificados em ETa1 € ETa2 consoante sdo ou ndo
sensiveis ao antagonista BQ-123, respectivamente (Sudjarwo et al., 1994) Por seu turno,
os receptores ETg podem ser classificados em ETg1 de localizagcdo endotelial e
promotores de vasodilatagédo e em ETs: de localizagdo muscular e promotores de

vasocontricgdo (Douglas et al., 1994; Endoh et al., 1998).
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EFEITOS MIOCARDICOS DA ET-1 E MECANISMOS SUBJACENTES

EFEITOS DA ET-1 NA FUNCAO SISTOLICA

Os efeitos inotropicos da ET-1 sdo mediados por varias vias de sinalizagéo
intracelulares (Sudgen, 2003) (Figura 5). Tal como outras neuro-hormonas, a ET-1 afecta
as propriedades contracteis do cardiomiocito pela regulagdo do movimento e
concentragdo intracelular de ides. A ET-1 promove um aumento da contractilidade
miocardica, que é mediado sobretudo pelos receptores ETa. A estimulacdo dos
receptores ETa activa a PLC, através da via mediada pela proteina G, levando a
produgédo de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e de diacilglicerol (DAG), e a consequente
activacdo do trocador Na*/H* (NHE). Nos cardiomidcitos, o IP3 aumenta a concentragéo
de Ca?* citosolico, promovendo a sua libertagao pelo reticulo sarcoplasmatico (Poindexter
et al, 2001). A DAG activa a PKC, desta forma aumentando o Ca?* sistdlico e a
sensibilidade dos miofilamentos ao célcio (Gwathmey & Hajjar, 1990; Pi & Walker, 1998).
As vias de transdugéo de sinal associadas ao efeito inotropico positivo dos receptores

ETg2 permanecem ainda por esclarecer (Figura 5) (Brunner et al., 2006).

Os subtipos de receptores que medeiam os efeitos inotropicos negativos directos,
nao-dependentes da libertacdo de NO e prostaglandinas como descrito acima, séo pouco
conhecidos. Foram apontados 2 mecanismos de transdugé@o de sinal envolvidos neste
e que resulta na diminuig&o dos niveis de AMPCc; ii) activagéo de fosfatases mediada pelo
GMPc que desfosforilam determinados alvos, como resultado da activagdo da PKA.
Outras enzimas como a PKC e a PKG tém sido implicadas neste mecanismo,
promovendo efeitos inotrépicos negativos directos ou inibindo as vias conducentes ao

aumento da contractilidade (Wheeler-Jones, 2005; Brunner et al., 2006).
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Figura 5 — Mecanismos de transducdo de sinal que estdo envolvidos nos efeitos

inotropicos da endotelina-1 (Brunner et al., 2006).

EFEITOS DA ET-1 NA FUNCAO DIASTOLICA

Os determinantes da funcao diastolica incluem o relaxamento miocardico e as
propriedades passivas da parede ventricular, tais como a rigidez miocérdica e a
espessura da parede e a geometria da camara (tamanho e volume). Outros
determinantes incluem as estruturas circundantes do ventriculo, a auricula esquerda, as
veias pulmonares e a valvula mitral, bem como a frequéncia cardiaca. Em relagéo a
rigidez miocardica, os seus determinantes estdo relacionados com factores intrinsecos
aos proprios cardiomidcitos (citosqueleto) e a matriz extracelular (Gillebert et al., 2000;
Kass et al., 2004; Leite-Moreira, 2006). Portanto, quando se analisam os efeitos da ET-1
na funcdo diastolica dever-se-a ter em conta os seus efeitos quer sobre o relaxamento

miocardico (efeitos lusitrpicos), quer sobre a rigidez miocardica.

No que concerne ao relaxamento miocardico, a administragdo exdgena de ET-1,
a preparagdes de musculo isolado resultou na aceleragdo da velocidade de queda da
tenséo e reextens@o muscular (relaxamento miocardico) (Li et al., 1991; Leite-Moreira et
al., 2003).
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Na presenga de sobrecarga cardiaca, a ET-1 pode aumentar a distensibilidade
miocardica e levar a uma dilatacdo ventricular aguda sem comprometer a fungédo
contractil. Este aumento da distensibilidade diastdlica induzido pela ET-1 € mediado
pelos receptores ETa e dependente da activagdo do NHE (Figura 6) (Leite-Moreira et al.,
2003). Isto ira permitir um recrutamento mais eficiente de reserva de pré-carga, com o
ventriculo a conseguir alcangar maiores volumes com pequenos aumentos da pressao de
enchimento. Embora este mecanismo possa ser considerado compensatoério, ndo se
pode excluir que a longo prazo possa contribuir para a dilatacdo e remodelagem

ventriculares (Jessup & Brozena, 2003).
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Figura 6 — Efeitos da endotelina-1 (10nM) em muasculos papilares isolados do VD de coelho
e trabéculas auriculares humanas (exemplo representativo de uma contracgao isométrica). A
ET-1 aumentou a tenséo activa (TA) e diminui a tenséo passiva (TP) muscular. Esta diminuigao da
TP é manifestada pelo facto da por¢éo terminal do tragado da tens&o se projectar, na presenga de
ET-1, claramente abaixo do tragado basal (|). Este aumento do comprimento muscular para a

mesma TP traduz um aumento da distensibilidade miocardica (Leite-Moreira et al., 2003).
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Em relacdo a rigidez miocardica, varios estudos sugerem que quando

cronicamente elevada em condigdes patologicas, a ET-1 pode aumentar a rigidez

diastolica através da inducdo de hipertrofia miocardica e da alteracdo da matriz

extracelular, levando a situagdes de fibrose (Brown et al., 2005; Clozel & Sallouk, 2005;

Brunner et al., 2006). Nao obstante, foi demonstrado em diferentes tipos de células in

vitro, incluindo cardiomiécitos, que a ET-1 pode também aumentar a libertacdo de

metaloproteases, e assim talvez condicionar a fibrose (Tsuruda et al., 2004).

ENDOTELINA-1 E INSUFICIENCIA CARDIACA

A progressédo para a IC acompanha-se, além da tradicionalmente descrita
disfuncdo hemodindmica, de intensa e significativa activacdo neuro-humoral. O
modelo neuro-humoral da IC esteve na base dos avangos mais significativos da
terapéutica farmacologica desta patologia, com reflexos directos no prognostico e,

portanto, na sobrevida dos doentes (Jessup & Brozena, 2003).

Vimos até aqui que a ET-1 tem um importante papel fisiolégico na regulagao
da homeostasia cardiovascular, porém, a sua produgéo excessiva e desregulada tem
sido associada as principais patologias cardiovasculares. A ET-1 estimula a
libertagéo de outras hormonas (por exemplo, noradrenalina e Ang Il) e potencia a sua
ac¢do, podendo assim ter efeitos cardiacos a longo prazo e agravar a patologia

existente.

Varios estudos, em modelos animais experimentais e em doentes com IC,
tém descrito elevadas concentragbes plasmaticas de ET-1 na IC e fortes correlagdes
positivas entre os niveis deste peptideo, as classes funcionais do New York Heart
Association (NYHA) e a fungéo cardiaca global, o que aponta para um possivel valor
progndstico da ET-1 (Attina et al., 2005; Motte et al., 2006). O mecanismo subjacente
a sua elevagdo na IC nédo estd completamente definido, mas podera estar
relacionado com maior producdo e secre¢do, bem como, com menor depuragado
pulmonar da ET-1 (Brunner et al., 2006). A alteragdo do sistema tecidular cardiaco
da ET-1 foi também documentada na IC experimental e clinica. Assim, varios
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estudos verificaram sobre-expressao cardiaca e pulmonar de pré-pré-ET-1 e de ET-
1. No que respeita a expressdo de ECEs alguns autores relataram aumentos,
enquanto que outros nao observaram qualquer variagdo. Quanto aos receptores da
ET-1 foram descritos quer aumentos quer diminuicbes da expressdo de ambos 0s
receptores, quer ainda sobre-expressdo dos receptores ETa com concomitante
subexpressdo de receptores ETs, dependendo do modelo ou condi¢do clinica
avaliados (Brunner et al., 2006; Motte et al., 2006).

Os potenciais efeitos deletérios da ET-1 na IC, fizeram com que o bloqueio da
sua actividade se tornasse num importante alvo terapéutico a investigar. Nos ultimos
anos, diversos estudos clinicos foram conduzidos no Homem e em animais, com
abordagens terapéuticas diversificadas, desde o uso de inibidores selectivos dos
ECEs, ao uso de antagonistas selectivos e ndo-selectivos dos receptores ETa e ETs,
entre outros. No entanto, a utilizagdo destes bloqueadores do sistema da ET no

tratamento da IC tem-se mostrado decepcionante.
MODELOS ANIMAIS DE INSUFICIENCIA CARDIACA

O tratamento médico da IC esta associado a 50% de sobrevivéncia ap6s 5 anos
do diagnéstico, por isso reveste-se de grande importancia o estudo e desenvolvimento de
modelos experimentais animais que permitam estudar a progressao da doenca e elaborar
novas terapias (Arnold et al., 1999). Ao longo dos anos, modelos de IC agudos e crénicos
tém sido desenvolvidos numa grande diversidade de animais — cées, ovelhas, coelhos,
ratos, entre outros; de forma a reproduzir diferentes aspectos da patologia da IC e melhor

entender os eventos moleculares subjacentes (Hasenfuss, 1998).

No quadro Il estdo resumidos alguns dos modelos de IC mais conhecidos. De
notar que a maioria dos modelos de IC utilizados requerem uma intervengao cirirgica, e
portanto, um procedimento invasivo. O modelo animal de IC seleccionado para o
presente trabalho, modelo de toxicidade cardiaca induzida pela doxorrubicina, € um

modelo que se encontra bem documentado na literatura (Dodd et al.,1993).
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Quadro Il - Modelos animais de IC.

Modelos de sobrecarga de volume
— Sobrecarga de volume crénica
— Sobrecarga de volume aguda

Modelos de sobrecarga de pressdo
- Banding adrtico
— Monocrotalina
— Hipertens&o sistémica

Modelos de IC induzida por rapid-pacing

Modelos de IC induzida por Drogas
— Doxorrubicina
— Propanolol
— Isoprenalina

Modelos de Isquemia ou de Enfarte cardiaco

Modelos de animais geneticamente modificados

MODELO DE TOXICIDADE CARDIACA INDUZIDA PELA DOXORRUBICINA

A doxorrubicina (DOX) é um agente antineoplésico pertencente ao grupo dos
antibiéticos antraciclinas, isolada a partir de um fungo, Streptomyces coeruleorubidus ou
S. peucetius (Gharib & Brunett, 2002), que desempenha um papel chave na abordagem
quimioterapéutica da neoplasia da mama e de linfomas (Hequet et al., 2004). Contudo a
sua utilizagdo clinica é, muitas vezes, limitada devido a cardiotoxicidade aguda ou
cronica que induz, conduzindo ao desenvolvimento de cardiomiopatia dilatada e IC
(Yoshiro et al., 2002). Adicionalmente, a IC induzida pela DOX é irreversivel e

progressiva (Monnet & Chachques, 2005).

A cardiotoxicidade induzida pela DOX é dependente da dose, e como tal esta tem
sido administrada por via intravenosa ou injecgdo intracoronaria em doses
supraterapéuticas para induzir IC em varias espécies animais — cao, ovelha, coelho e
roedores (Monnet & Orton, 1999; Christiansen et al., 2002; Monnet & Chachques, 2005).
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A administragdo intravenosa da DOX é seguida de uma rapida distribuicdo
plasmatica e rapido abandono do plasma sanguineo para se fixar nos tecidos, sendo

submetida também a uma metabolizagéo rapida no figado.

Alguns autores sugerem que a DOX exerce os seus efeitos cardiotdxicos por
accdo do seu maior metabolito, o doxorrubicinol, formado pela ac¢do da reductase
carbonil presente no citosol das células cardiacas (Figura 7) (Boucek et al., 1987; Minotti
etal., 1998).

O OH 0 Reductase O OH OH
b L ot carbonil 0 L oH
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cHo O OH o3 cH,0 © H(.O--;,
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Doxorrubicina Doxorrubicinol

(metabolito cardiotoxico)

Figura 7 - Formacao do metabolito da doxorrubicina. A DOX é reduzida no carbono 13
por reductases presentes no citosol das células cardiacas dando origem ao metabolito

cardiotoxico, o Doxorrubicinol (Gambiliel et al., 2002).

O mecanismo exacto da cardiotoxicidade induzida pela DOX é pouco claro, e
parece ser de origem multifactorial (Minotti et al., 2004). Os principais mecanismos
transcricdo do ADN, pois tem a capacidade de se ligar especificamente ao ADN
intercalando-se entre os pares de bases adjacentes e tem um efeito estabilizante do
aminoacucar, unindo-se fortemente ao ADN; iii) peroxidagao lipidica, que resulta em
alteracdes nos lisossomas, mitocdndrias, sarcolema e reticulo sarcoplasmatico e; iv)
apoptose (Hasenfuss, 1998; Wu et al., 2002; Minnot et al., 2004). Em geral, estas
alteragdes induzem uma sobrecarga de calcio, activagdo de enzimas hidroliticas e
reducdo na producdo de energia, e consequentemente uma diminuicdo da fungéo
cardiaca, como resultado da perda de integridade estrutural (Monnet & Chachques,
2005).
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A ecocardiografia é a forma de avaliagdo néo invasiva da fungédo cardiaca mais
frequentemente utilizada na avaliagdo da cardiotoxicidade induzida pelas antraciclinas,
em humanos (Hequet et al., 2004). Na avaliagéo ecocardiografica, a IC induzida pela
DOX é caracterizada por dilatacdo bilateral, espessamento da parede ventricular e

reducao da frac¢do de ejeccdo (Monnet & Orton, 1999; Christiansen et al., 2002).

A IC induzida pela doxorrubicina tem sido utilizada para avaliar diferentes
modalidades de tratamento para a IC. Este modelo tem a vantagem de ser simples de
aplicar, ndo-invasivo e econdémico (Balakumar et al., 2007). Contudo, apresenta algumas
limitagcbes, nomeadamente: o grau de disfuncdo ventricular esquerda é variavel;
encontra-se associado a uma elevada incidéncia de arritmias, que contribuem para a taxa
de mortalidade; e para além disso, a DOX tem efeitos toxicos indesejaveis ao nivel

gastrointestinal e da medula 6ssea (Monnet & Chachques, 2005).
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OBJECTIVOS

Na sequéncia do estudo dos efeitos agudos deste peptideo na fungao diastdlica,

este trabalho foi conduzido de forma a averiguar se o efeito da ET-1 sobre as

propriedades diastolicas se encontra preservado num modelo animal de IC e, uma vez

que a IC pode cursar com disfun¢ao endotelial, pretendeu-se investigar se esses efeitos

sao dependentes de dois dos mais importantes mediadores endoteliais, 6xido nitrico e

prostaglandinas. Neste contexto, os objectivos especificos desta dissertacdo consistiram

em.

— caracterizar a disfungéo cardiaca no modelo de toxicidade cardiaca induzida pela

doxorrubicina, avaliando a fungao sistélica e diastolica in vivo e in situ, através de
estudos ecocardiograficos e hemodindmicos, respectivamente, em coelhos

tratados com doxorrubicina e veiculo;

estudar os efeitos miocardicos do sistema da Endotelina-1 na regulacdo da

funcdo sistolica e diastélica de coragdes saudaveis e insuficientes in vitro;

avaliar a modulacéo dos efeitos da ET-1 na distensibilidade miocardica, por dois
dos mais importantes mediadores endoteliais, o Oxido nitrico e as

prostaglandinas, em corag¢fes saudaveis in vitro.

O cumprimento destes objectivos podera contribuir para clarificar o papel da ET-1

enddgena na modulagdo da fungdo miocardica, em particular no desenvolvimento da

insuficiéncia cardiaca, o que se reveste de grande relevancia para a compreensao da sua

fisiopatologia e para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes.
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1. MODELO DE CARDIOTOXICIDADE INDUZIDA PELA DOXORRUBICINA

O presente trabalho seguiu as recomendacgdes do “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animal” publicado pelos “US National Institutes of Health” (NIH Publication N° 85-
23, revisto em 1996).

A Doxorrubicina foi administrada por via intravenosa (iv) a coelhos brancos Neo-
zelandeses adultos (Oryctolagus cuniculus), pela veia marginal da orelha, na dose de 1
mg.Kg', duas vezes por semana durante 8 semanas (Arnolda et al., 1985). Num Grupo
Controlo, os coelhos foram submetidos ao mesmo protocolo, recebendo volumes
equivalentes de soro fisioldgico (NaCl 0,9%) durante 0 mesmo periodo de tempo (veiculo).
Todos os animais foram submetidos a avaliagéo ecocardiografica de forma a monitorizar as
alteragdes morfoldgicas e funcionais durante o desenvolvimento da IC. Adicionalmente, num
subgrupo de animais Controlo e com IC, foram realizadas avaliagbes hemodinamicas da
fungdo cardiaca, uma semana ap6s a Ultima administracdo de soro fisiolégico ou
Doxorrubicina, respectivamente. Os protocolos experimentais foram realizados utilizando o

modelo de musculo papilar isolado.

1.1. AVALIACAO ECOCARDIOGRAFICA

Todos os animais foram avaliados ecocardiografiamente no inicio do estudo e
posteriormente quinzenalmente durante as 8 semanas em que se procedeu a
administracdo de DOX (Grupo IC; n=16) ou de veiculo (Grupo Controlo; n=21). A
avaliacdo ecocardiografica foi executada como descrito previamente (Fontes-Sousa et
al., 2006). Sumariamente, os coelhos foram ligeiramente anestesiados com uma injec¢éo
intramuscular da combinacdo de Ketamina (2 mg.Kg, im) e de Medetomidina (0,15
mg.Kg', im), que permite aos coelhos respirar espontaneamente. Depois de
anestesiados, os animais foram colocados numa maca especial com uma pequena area
removida, onde a sonda ultrasénica pode ser colocada sob a parede anterior direita do
torax do coelho. As ecocardiografias foram obtidas usando um Transdutor de 7.5-MHz
(Ecocardiégrafo General Electrics Vivid 3) e o exame foi executado numa posi¢éo

paraesternal direita e subcostal.
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1.2. ANALISE DOS DADOS ECOCARDIOGRAFICOS

Os parametros analisados foram: frequéncia cardiaca, espessura do septo
interventricular e da parede posterior do ventriculo esquerdo em diastole e em sistole,
didmetro diastolico e sistdlico da cavidade ventricular esquerda (DVEq4 e DVEs,
respectivamente), fraccdo de encurtamento (FE) [FE= (DVE-DVEs)/ DVEy] e fracgao de
ejeccdo, relagéo auricula esquerda/aorta e distancia do ponto E ao septo interventricular.
Foram contabilizados 3 ciclos representativos de cada parametro e, no final, foi calculada

a média.

Os valores sdo expressos em média + erro padrdo. As diferengas nos dados
ecocardiograficos de animais tratados com DOX e com solucdo salina de NaCl foram

avaliados pelo Teste t de Student ndo-emparelhado.

1.3. AVALIACAO HEMODINAMICA

A instrumentacdo dos animais para estudos hemodindmicos foi realizada uma
semana apds a ultima administragdo de DOX (Grupo IC, n=9) ou de NaCl (Grupo Controlo,
n=6), como descrito previamente (Leite-Moreira et al., 1999; Leite-Moreira & Correia-Pinto,
2001). A anestesia foi induzida com uma combinagdo de Ketamina (50 mg.Kg', im) e de
Xilazina (5 mg.Kg, im). Os animais foram colocados sobre uma placa aquecida para
manter a temperatura corporal entre 36-38 °C e monitorizados com ECG continuo (DIl) para

controlo da frequéncia cardiaca (Datascope 2000A).

Para compensar as perdas de liquidos que ocorrem peri-operatoriamente, procedeu-
se a cateterizacdo de uma veia jugular e iniciou-se uma perfusdo continua de soro
fisioldgico (0,9% de NaCl), com 40 mEg/L de KCl e 80 mEg/L de NaHCO3. Os animais
foram, depois, traqueostomizados e ventilados mecanicamente (Harvard Small Animal
Ventilator, Model 683) com ar enriquecido em oxigénio. A frequéncia respiratdria e o volume
corrente foram ajustados de forma a manter os pardmetros da gasometria arterial dentro de
valores fisiologicos. De seguida, efectuou-se uma esternotomia mediana, abriu-se
completamente o pericardio, lagou-se a aorta ascendente com seda de modo a permitir a

oclus&o transitoria da aorta durante o protocolo experimental.
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Finalmente, procedeu-se a instrumentagao cardiaca para o registo das pressdes em

ambos os ventriculos conforme previamente descrito.

O registo das pressdes foi efectuado com transdutores de alta-fidelidade (SPR-407,
Millar Instruments, Houston, Texas) na extremidade de cateteres 3F (ventriculo esquerdo)
ou 2F (ventriculo direito). O transdutor ventricular esquerdo foi posicionado, através do
apice, no centro da camara ventricular esquerda e fixado em posi¢do com uma sutura em
bolsa com fio 7/0. O transdutor ventricular direito foi posicionado na camara de saida
ventricular direita. Ambos os cateteres foram conectados a um amplificador de pressoes,
enquanto o cateter VE foi também conectado a um diferenciador de modo a registar a

primeira derivada da pressdo em fungao do tempo (dP/dt).

Depois da instrumentagdo estar completa, deixou-se estabilizar a preparacéo
experimental durante 30 minutos antes do inicio do protocolo experimental. Procedeu-se a
obtengéo e andlise de registos em condigdes basais e em condi¢des isovolumétricas, sendo
que nesta ultima o pico de presséao sistolica obtido corresponde a pressao maxima que 0
ventriculo é capaz de desenvolver naquelas condigdes experimentais. O pico de pressao
isovolumétrica constitui assim um excelente indice de fungéo ventricular sistdlica (Blaustein
& Gaasch, 1983; Kass et al., 1986; Gillebert et al., 1997).

1.4. ANALISE DOS DADOS HEMODINAMICOS

Todos os parametros foram digitalizados automaticamente e registados em
computador com uma frequéncia de 500 Hz, tendo os registos sido efectuados com a
respiracdo suspensa no final da expiracdo O inicio e o fim do ciclo cardiaco foram
definidos pela onda R do ECG, que corresponde a telediastole. Para cada ciclo foram
determinados, a partir dos sinais registados em computador, os seguintes parametros: i)
pressdes sistolicas e telediastolicas ventriculares esquerdas; ii) velocidades méaximas de
elevacao (dP/dtmax) € de queda (dP/dtmwin) da pressdo ventricular esquerda; iii) constante
de tempo de relaxamento isovolumétrico tau (t), que se correlaciona inversamente com a

velocidade de relaxamento.
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Os resultados sdo apresentados em média * erro padrdo e foram analisados
utilizando o teste two-way ANOVA. Quando os grupos apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, foi utilizado o teste de Student-Newman-Keuls para
comparagdes mdltiplas. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p<0,05.
2. ESTUDOS EM MUSCULOS PAPILARES

2.1. PREPARACAO EXPERIMENTAL

Inicialmente foram preparadas duas solugdes de Krebs-Ringer modificada, uma
de 2L ao qual se adicionou 5% de soro de bovino e outra de 500mL sem soro. Os
reagentes foram pesados para obter as concentragbes descritas na tabela 1 e diluidos
em &gua destilada, em baldes volumétricos. A solu¢do de 2L foi subdividida em duas
solugbes de forma a obter uma solugdo de 1L de Krebs-Ringer com 5% de soro de
bovino e outra solugdo de 1L de Krebs-Ringer com soro a qual se adicionou 3% BDM

(2,3-butanedione monoxime; substancia cardioplégica).

As solugdes foram borbulhadas com uma mistura gasosa Carboxi 5 contendo
95%0/ 5%CO0,, de forma obter um pH entre 7,38 e 7,42. O atenolol foi usado para
prevenir os efeitos mediados pela estimulagdo B—adrenérgica. Antes de se iniciarem as

experiéncias, as solugdes foram previamente aquecidas num banho a 35°C.

Tabela 1 - Solucéo de Krebs-Ringer modificada utilizada no modelo de masculo papilar isolado de coelho a
35°C. Quantidade de reagentes necessarios para preparar 0,5L e 2L de solugao.

500mL (g) 2L ()
NaCl (98 mM) 2,86 11,45
KCl (4,7 mM) 0,17 0,7
MgSQ4.7H,0 (2,4 mM) 0,29 1,18
KH,PO4 (1,2 mM) 0,08 0,33
CsH1205 (4,5 mM) 0,41 1,62
NaHCOs (20 mM) — Sem Soro 0,84 3,36
NaHCO; (17 mM) — Com Soro 0,68 2,72
CH3;COONa (5 mM) 0,21 0,82
CsHsNaOs (15 mM) 0,83 3,30
Atenolol (0,02 mM) 2,7x10°3 10,6x10-3
CaCly (1,8 mM) 0,13 0,53
BDM 1,51 6,06
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Os coelhos foram anestesiados com Pentobarbital de sédio (25 mg.Kg™, iv).
Antes de se proceder a cardiectomia, os indicadores sensitivos da profundidade da
anestesia foram avaliados. Estes indicadores incluem: comprimir as orelhas e as
extremidades podais, tocar na cornea e nas palpebras (por ordem decrescente de
confianga; Harkness & Wagner, 1995). Apds a confirmacdo de anestesia profunda,
executou-se uma toracotomia esquerda para extrair rapidamente o coracao a bater. Este
foi, de seguida, imerso num gobelé contendo solucdo de Krebs-Ringer a 35°C com 5% de
soro de bovino e heparina. O coragéo foi depois colocado num banho de disseccao
contendo solugdo Krebs-Ringer com 5% soro de bovino e 3% de BDM, e dissecaram-se
0s musculos papilares do ventriculo direito (comprimento: 4,2+0,3 mm; peso: 2,9+0,3
mg; pré-carga: 4,3+0,3 mN). Os musculos papilares foram montados verticalmente em
banhos préprios de 10ml, contendo a solugéo Krebs-Ringer acima descrita, e conectados

a um Transdutor Electromagnético de comprimento-tenséo (isotonico/isométrico).

Os banhos encontram-se, também, ligados a um sistema de tubagens com ar que
permite borbulhar a solugéo dentro do banho com 95%0./ 5%CO;, de modo a oxigenar a
solugdo, e a um controlador de temperatura, de modo a manter a temperatura dos

banhos a 35°C (ver Anexo).

Decorridos 10 minutos iniciou-se a estimulagao eléctrica com uma frequéncia de
0,6 Hz. Ao fim de dez minutos, procedeu-se a substituigdo da solugéo de Krebs-Ringer
com soro e BDM por outra de composi¢do semelhante, mas sem BDM. Os musculos
comegcam entdo a contrair com uma pré-carga estimada de acordo com as suas
dimensdes, e com uma pds-carga correspondente a cerca de 10% da pré-carga. Durante
a meia-hora seguinte, 0s musculos sao deixados a estabilizar. De seguida, a solu¢do do
banho é novamente substituida por uma solugdo de Krebs-Ringer sem soro. Apos
estabilizagdo determinou-se 0 Lmax, OU Seja, 0 comprimento muscular em repouso que
determina uma tensédo activa maxima. A partir do momento em que duas contracgdes
isotonicas e isométricas adquiridas (usando um programa apropriado; ver Anexo) a cada

10 minutos sejam similares, o protocolo experimental € iniciado.
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2.2. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Avaliacdo Funcional

Com o objectivo de avaliar a disfungdo contractil nos musculos papilares, nem
sempre evidente pela performance basal de musculos a contrair a frequéncias de
estimulacdo baixas, mas detectavel por resposta perturbada a frequéncias elevadas
(Endoh, 2004), foram efectuadas relagdes contractilidade-frequéncia (Grupo Controlo,
n=8; Grupo IC, n=7). Resumidamente, apds um periodo de contraccdo a uma frequéncia
de 0,6Hz, a frequéncia foi elevada sucessivamente para 1Hz, 2Hz, 3Hz e 4Hz a
intervalos de 3 minutos, tendo sido registadas e analisadas contracgbes isométricas em

cada patamar de frequéncia.

Efeitos miocardicos da ET-1

Os efeitos miocardicos de concentragdes crescentes de ET-1 (0,1; 1 e 10 nM)
foram estudados em musculos papilares isolados do ventriculo direito, em diversas
condi¢des experimentais: (i) Grupo Controlo com endotélio endocardico (EE) intacto
(n=9); (i) Grupo Controlo com EE danificado (n=9); (iii) Grupo Controlo na presenca de
NE-Nitro-L-Arginina (L-NNA, inibidor da sintase do NO, 1uM; n=8); iv) Grupo Controlo na
presenca de Indometacina (INDO, inibidor da COX, 1uM; n=7); e (v) Grupo IC (n=8).

As doses de ET-1 foram seleccionadas com base em estudos anteriores que
descreveram o0s seus efeitos fisiolégicos na contraccdo e distensibilidade em
preparacdes de tecidos miocardicos, ou em preparagdes de coragao intacto (Shah et al.,
1989; Firth et al., 1990; Leite-Moreira et al., 2003; Bras-Silva & Leite-Moreira, 2006). Os

peptideos foram adicionados directamente nos banhos, com pipetas graduadas.

O Endotélio endocardico (EE) foi danificado através de uma breve imersédo (1s)
do musculo isolado numa solugdo de detergente, Triton X-100 (0,5%), como descrito

previamente (Brutsaert et al.,1988; Leite-Moreira & Bras-Silva, 2004).
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2.3. ANALISE DOS DADOS DO MODELO DE MUSCULO PAPILAR

Foram registadas e analisadas contracgles isotdnicas e isométricas antes e
depois da adigéo de ET-1. A partir dos sinais registados em computador obtiveram-se os
seguintes parametros: tensdo muscular activa maxima (TA, mN/mm?2); Lmax (mm); fracgéo
de encurtamento (FE, % de Lmax); velocidades maximas de elevagdo (dT/dtmax, mN.mm-
2s) e de queda (dT/dtmin, mN/mm2.s) da tensdo muscular; velocidades maximas de
encurtamento (dL/dtmax, Lmax.S™") € de reextensdo muscular (dL/dtmin, Lmax.s"); € tensdo

muscular passiva (TP, mN.mm2).

Nos varios protocolos, os resultados foram apresentados como percentagem de
variagdo em relagdo ao valor basal. Para os parametros que se expressam em valores
negativos (por exemplo, dT/dtmin), esta percentagem de variagéo refere-se a valores

absolutos.

Os resultados foram apresentados como médias + erro padréo e avaliados por
analise de variancia, tendo-se seleccionado o teste ANOVA mais adequado para cada
protocolo experimental. Utilizou-se o teste de Student-Newman-Keuls para efectuar
comparagdes multiplas emparelhadas, sempre que o teste ANOVA revelava diferengas

estatisticamente significativas (p<0,05).
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1. AVALIACAO HEMODINAMICA E ECOCARDIOGRAFICA

Os parametros hemodinamicos dos grupos experimentais avaliados encontram-se
sumariados na tabela 2. Quando comparado com o Grupo Controlo, o Grupo IC
apresentava indices de fungao sistélica (presséo sistolica, pico de presséo isovolumétrica

e dP/dtmax) significativamente diminuidos.

No que respeita a funcdo diastdlica, o Grupo IC apresentava uma velocidade
maxima de relaxamento (dP/dtmin) significativamente menor e uma constante de tempo de
relaxamento isovolumétrico t significativamente prolongada. Os animais do Grupo IC

apresentavam ainda um aumento significativo da presséo telediastdlica.

Tabela 2 — Dados hemodindmicos de coelhos do Grupo Controlo e do Grupo
com Insuficiéncia cardiaca (Grupo IC).

Parametro Grupo Controlo Grupo IC

Contractil (n=6) (n=9)
LVSP (mmHg) 64,8+4,7 47,7+9,7*
LVEDP (mmHg) 1,240,3 2,28+0,34*
dP/dtmax (mmHg/s) 3026,0+244,0 1274+266,0
dP/dtmin (mmHg/s) -2004,0+378,0 -992,0+171,0
LVPiso (mmHg) 148,949,2 84,6+13,5%
T (ms) 36,6+7,7 68,9+7,1*

Valores apresentados como média + erro padrdo. LVEDP e LVSP, presséo telediastolica e
sistdlica do VE, respectivamente; dP/dtmax € dP/dtmin, velocidade maxima de elevagdo da
presséo e de queda da pressao, respectivamente; LVPiso, pico de presséo isovolumétrica; ,

constante de tempo de relaxamento isovolumétrico. *p<0,05 vs. Grupo Controlo.
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Na avaliagdo ecocardiografica basal realizada no inicio do estudo né&o foram
observadas diferencgas significativas entre o Grupo Controlo e o Grupo IC. No entanto, foi
possivel constatar que no final das 8 semanas os animais do Grupo IC apresentavam um
aumento significativo dos diametros telediastolico (final vs. inicial; 16£0,4 vs. 14£0,8mm)
e telessistolico (12+0,4 vs. 10£0,3mm) do ventriculo esquerdo e uma redugdo também
significativa da frac¢do de encurtamento (24+1,0 vs. 30+1,0%) e da fraccao de ejeccao
(62£2,0 vs. 61+1,0%) do ventriculo esquerdo, consistente com a presenca de
cardiomiopatia dilatada e IC (Figura 8). Nenhuns dos restantes parémetros avaliados

apresentaram diferengas estatisticamente significativas.
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70 1 Figura 8 — Avaliacdo ecocardiografica da
EE Grupo Controlo
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2. ESTUDOS EM MUSCULOS PAPILARES

Na Tabela 3 encontram-se discriminados os valores médios basais absolutos dos
parémetros contracteis de musculos papilares isolados de coelhos, dos seguintes grupos
experimentais: (i) Grupo Controlo com endotélio endocardico (EE) intacto (Grupo
Controlo com EE); (ii) Grupo Controlo com EE danificado (Grupo Controlo sem EE); (iii)

Grupo com Insuficiéncia Cardiaca (Grupo IC).

Tabela 3 — Valores médios dos parametros contracteis nos musculos papilares dos trés grupos
experimentais.

Grupo Controlo

Pardmetro Grupo IC
Contréctil ComEE Sem EE (n=15)
(n=32) (n=9)

TA (mN.mm-2) 25,7 +2,4 17,5 +2,1* 24,6124
dT/dtmax (MN.mm2.s"1) 171,3+14,6 130,5+12,8* 164,3+13,1
dT/dtmin (MN.mm-2.s) -127,049,79 -88,1+9,5 -130,3+12,5
FE (% Lmax) 12,0£0,1 8,0+0,1* 12,0+0,2
dL/dtmax (Lmax-s™) 0,85+0,05 0,56+0,06* 0,75+0,05
dL/dtmin (Lmax.5™") -2,92+0,26 -1,85+0,2* -2,6240,3

Valores apresentados como média + erro padrdo. EE, Endotélio Endocardico; TA, Tens&o Activa; dT/dtmax, Velocidade Maxima
de Elevagao da Tensdo Muscular; dT/dtmin, Velocidade Mé&xima de Queda da Tens&o Muscular; FE, Fracgéo de Encurtamento
Muscular; dL/dtmax, Velocidade Maxima de Encurtamento Muscular; dL/dtmin, Velocidade Maxima de Reextensdo Muscular.

* p<0,05 vs. Controlo com EE.
Verifica-se que, no Grupo Controlo sem EE existem diferencas estatisticamente

significativas em todos os parametros avaliados em relagao ao Grupo Controlo com EE,

Oou seja, a remogao do EE resultou na redugédo do inotropismo e do lusitropismo.

Apresentam-se apenas 0s resultados da analise das contracgdes isométricas,

uma vez que a analise das contracgdes isotdnicas nao forneceu informagdes adicionais.

Mestrado em Toxicologia e Ecotoxicologia 41
Universidade de Aveiro — Departamento de Biologia
2007



Resultados

2.1. RELACAO CONTRACTILIDADE-FREQUENCIA

Apesar da performance basal dos musculos papilares do Grupo Controlo e do
Grupo IC serem similares, a contractilidade dos musculos papilares do Grupo Controlo
nao diminui de forma significativa com o aumento da frequéncia de estimulagao, entre 1
Hz e 4 Hz, enquanto os musculos papilares do Grupo IC apresentaram uma diminuigdo
significativa da contractilidade na mesma gama de frequéncias de estimulagdo. Estes
resultados séo indicadores de disfungéo intrinseca do miocardio e de redugédo da reserva
contractil (Figura 9).
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Figure 9 - Relagfes Contractilidade-Frequéncia. Resposta contréctil dos musculos
papilares de coelho do Grupo Controlo (n=8) e do Grupo Insuficiéncia Cardiaca (IC, n=7) a
aumentos da frequéncia de estimulagdo. A relagdo contractilidade-frequéncia foi obtida
graficamente apresentando-se dT/dtrax em fungdo da frequéncia de estimulagdo. Os
musculos papilares do Grupo IC apresentaram uma reducdo da contractilidade com a
elevagdo das frequéncias de estimulagdo, enquanto que nos musculos papilares do Grupo
Controlo verificou-se uma tendéncia para aumento da contractilidade. dT/dtmax (velocidade

maxima de elevagao da tensdo muscular); * p< 0,05 vs. Basal; # p< 0,05 vs. Controlo.
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2.2. EFEITOS MIOCARDICOS DA ET-1

Na presenca de EE intacto, a ET-1 induziu efeitos inotrépicos e lusitrdpicos
positivos dependentes da concentragao: a TA aumentou 11,9+6%, 38,6£9,4% € 78,0+17,0%;
a dT/dtmax 10,7+4,7%, 33,1£9,0% € 81,7+10,1%; € a dT/dtmin 10,2+5,0%, 35,4+7,6% € 77,1£17,1%

(@0,1; 1 e 10 nM, respectivamente).

Estes efeitos mantiveram-se nos musculos com EE danificado (a TA aumentou
14,624,4%, 43,1£10,5% € 70,4+12,4%; a dT/dtmax 11,3%£3,4%, 44,7#9,0% € 92,7+139%; € a
dT/dtmin 7,3+2,6%, 34,7+13,7% € 56,1+14,2%), na presenca de LNA (TA aumentou 8,4+2,4%,
31,247,7% € 84,3+19,3%; a dT/dtnax aumentou 14,2+4,1%, 454+75% € 126,7+16,6%; € a
dT/dtmin aumentou 4,9+2,4%, 32,2+9,4% e 69,8+24,8%); na presenca de INDO (TA aumentou
7,641,9%, 32,5+12,2% € 95,6+29,6%; a dT/dtmax aumentou 5,7+2,4%, 32,7+14,4% € 109,6+40,0%;
e a dT/dtmin aumentou 6,2+2,4%, 32,2+17,0% € 108,0+£30,3%).

Finalmente, no Grupo IC a ET-1 induziu, também, efeitos inotrépicos e
lusitropicos positivos dependentes daconcentragdo: TA aumentou 10,5+2,9%, 21,6+6,9% €
63,9+23,6%, @ dT/dtmax 12,443,1%, 26,8+7,1% € 82,1£20,0%, € a dT/dtmin 10,5+2,6%, 23,2+7,1% €
62,9+25,5% (a 0,1; 1 e 10 nM, respectivamente).

Os efeitos miocardicos da ET-1 a 10nM nas varias condi¢bes experimentais estao

resumidos na Figura 10.
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Figura 10 - Efeitos da Endotelina-1 (ET-1, 10nM) sobre os parametros contracteis de misculos papilares de
coelho nas varias condi¢des experimentais: (i) Grupo Controlo com EE intacto (Controlo + EE; n=11); (ii) Grupo
Controlo com EE danificado (Grupo Controlo — EE; n=10); (iii) Grupo Controlo na presenca de NS-Nitro-L-Arginina
(L-NNA, inibidor da sintase do NO; n=9); (iv) Grupo Controlo na presenca de Indometacina (INDO, inibidor da COX;
n=7) e (v) Grupo Insuficiéncia Cardiaca (Grupo IC; n=9). TA (tensdo activa), dT/dtmex (velocidade maxima de
elevagéo da tensdo muscular), dT/dtmin (velocidade maxima de queda da tensdo muscular), TP (tens&o passiva).

Média + erro padréo; A Basal (%) (percentagem de variagdo em relagéo ao Basal). * p< 0,05 vs. Basal.

No que respeita aos efeitos da ET-1 sobre a distensibilidade miocérdica, verificou-
se uma redugdo significativa da tens@o passiva (TP) apds contrac¢do isométrica na
presenca de ET-1. Esta diminuicdo da TP nao foi significativa no estado basal, mas
tornou-se progressivamente maior com doses crescentes de ET-1 em musculos com EE
intacto. De facto, quando comparado com o valor inicial da contrac¢é@o (TPinicia), @ TP no
final da contracgéo isométrica (TPfina)) diminui 3,1£1,0%, de 5,4+1,4% e de 9,0+2,4% com

administracdo de 0,1; 1, e 10 nM de ET-1, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11 — Efeitos da Endotelina-1 (ET-1; 0,1; 1 e 10nM) sobre os parametros contracteis de musculos
papilares de coelho nas diferentes condigdes experimentais: (i) Grupo Controlo com EE intacto (Controlo + EE;
n=11); (ii) Grupo Controlo com EE danificado (Grupo Controlo — EE; n=10); (iii) Grupo Controlo na presenca de NC-
Nitro-L-Arginina (L-NNA, inibidor da sintase do NO; n=9); (iv) Grupo Controlo na presenca de Indometacina (INDO,
inibidor da COX; n=7) e (v) Grupo Insuficiéncia Cardiaca (Grupo IC; n=9). TA (tensédo activa), dT/dtmex (velocidade
maxima de elevagéo da tensdo muscular), dT/dtmin (velocidade maxima de queda da tensdo muscular), TP (tens&o

passiva). Média + erro padréo; A Basal (%) (percentagem de variagdo em relagdo ao Basal). * p< 0,05 vs. Basal.

Esta diminuigdo na TP representa um aumento na distensibilidade miocardica,
uma vez que a reposi¢édo do valor de TP para o seu valor inicial, resulta num aumento do
comprimento passivo do musculo. Nao foram observadas diferencas significativas entre a
TPinicial € TPsinal depois da adicao de ET-1 em musculos papilares do Grupo Controlo sem
EE. Para além disso, a ET-1 ndo alterou de forma significativa a distensibilidade
miocardica ap6s o bloqueio da libertagdo de NO e de prostaglandinas pelo L-NNA ou

INDO, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12 - Exemplo de contrac¢des isométricas obtidas em musculos papilares de coelho, representativos
das vérias condicbes experimentais antes e ap6s a administragéo da Endotelina-1 (10nM): (i) Grupo Controlo com
EE intacto; (ii) Grupo Controlo com EE danificado e (iii) Grupo IC (em cima); (iv) Grupo Controlo na presenga de N6-
Nitro-L-Arginina (L-NNA, inibidor das sintases do NO) e (v) Grupo Controlo na presenga de Indometacina (INDO,
inibidor da COX) (em baixo). Na presenga de EE, a ET-1 aumentou a TA (tens&o passiva) e diminui a TP (tens&o

passiva) (]). Pelo contrario, no Grupo IC, na presenca de EE danificado, L-NNA e INDO, a ET-1 aumentou a TA
mas nao produziu efeitos sobre a TP.
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Discussao e Conclusdes

A presente dissertagdo permitiu investigar os efeitos miocardicos do sistema da
ET-1 em coragbes saudaveis e insuficientes, € a sua modulagcdo pelo dxido nitrico e
prostaglandinas. Os estudos experimentais que foram realizados visaram assim contribuir
para o esclarecimento do papel do sistema da endotelina na fisiopatologia da sindrome

da insuficiéncia cardiaca.

Apesar de todo o conhecimento que ja existe sobre a ac¢do da ET-1 na regulagao
da fungéo cardiaca e desta continuar a ser alvo de investigagéo intensa, os seus efeitos
sobre as propriedades diastolicas do miocardio continuam por esclarecer. Os poucos
estudos referentes a este aspecto foram levados a cabo em modelos de coragao intacto
in situ (Clozel & Clozel, 1989; Ezra et al.,1989; Karwatowska-Prokopczuk & Wennmalm,
1990; Hom et al., 1992) ou in vitro (Khandoudi et al., 1994; Offstad et al., 1995) e, como
tal, ndo permitem distinguir os efeitos directos da ET-1 sobre o miocardio, dos seus
efeitos sobre a fungéo diastolica dependentes da carga e da vasoconstricdo sistémica e
coronaria (Winegrad, 1997; Leite-Moreira et al., 2000). De forma a ultrapassar esta
limitagdo, seleccionou-se 0 modelo de musculos papilares isolados do ventriculo direito
de coelhos brancos neozelandeses para a realizagao dos diversos protocolos, tendo em
conta que este modelo ndo sofre a influéncia nem da circulagdo coronaria, nem da
circulagéo periférica e permite o controlo rigoroso dos varios determinantes da fungéo

sistolica e diastolica.

Além disso, o coelho é uma das espécies animais mais sensiveis a ET-1 (Li et al.,
1991), razdo pela qual se realizaram estas experiéncias nesta espécie (Oryctolagus
cuniculus). Adicionalmente, o miocardio normal (sem insuficiéncia) de coelho exibe
similaridades interessantes com o coragdo humano: i) a isoforma da cadeia pesada f-
miosina predomina nos animais adultos; ii) o reticulo sarcoplasmatico contribui com cerca
de 70% e o trocador Na*/Ca?* contribui com 30% para a eliminagdo do calcio; e iii) a

relacdo forga-frequéncia é positiva (Hasenfuss, 1998).
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O modelo de IC seleccionado para este estudo, cardiomiopatia dilatada induzida
pela Doxorrubicina, tem sido usado em diversas espécies animais com o objectivo de
estudar os mecanismos fisiopatoldgicos e avaliar diferentes modalidades terapéuticas na
IC (Monnet & Chachques, 2005).

A progressao para disfuncao cardiaca foi monitorizada ecocardiograficamente de
forma a estimar alteragdes morfolégicas e funcionais durante o desenvolvimento da IC.
Verificou-se um aumento progressivo dos didmetros telessistolico e telediastélico e
reducdes das fracgbes de encurtamento e ejeccdo do ventriculo esquerdo, alteragbes
consistentes com o que tem sido descrito neste modelo de IC (Monnet & Chachques,
2005). Estudos hemodinémicos realizados uma semana ap6s o final do tratamento com
Doxorrubicina permitiram comprovar a presenca de disfuncao sistélica e diastélica neste

modelo.

Adicionalmente, efectuamos relagdes contractilidade-frequéncia, uma vez que a
disfuncao contractil em musculos papilares, € dificimente identificavel por alteragbes da
performance basal de musculos a contrair a frequéncias de estimulacdo baixas, sendo
mais faciimente detectavel através de uma resposta comprometida a aumentos da
frequéncia de contrac¢do (Endoh, 2004). Verificou-se assim que, apesar da performance
basal dos musculos dos coragdes saudaveis e insuficientes ser semelhante, os primeiros
apresentaram um aumento da contractilidade face a elevagdes da frequéncia, enquanto
os Ultimos apresentaram uma diminuicdo da contractilidade face a elevagdes
semelhantes da frequéncia cardiaca, indicando disfuncdo miocérdica e redugdo da

reserva contractil.

Os efeitos inotrépicos e lusitrdpicos positivos da ET-1 tém sido descritos por
varios autores em diversas preparages experimentais, sendo a magnitude desses
efeitos, obtidos neste trabalho, consonante com os resultados obtidos noutros estudos
publicados previamente em musculos papilares de coelho (Li et al., 1991, Endoh et al.,
1998; Leite-Moreira et al., 2003 Leite-Moreira & Bras-Silva, 2004; Bras-Silva & Leite-
Moreira, 2006). Estes efeitos inotropicos e lusitropicos positivos induzidos pela ET-1

mantiveram-se quer na presenca de EE danificado, quer apds o blogueio da libertacdo
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endotelial de NO e de prostaglandinas, quer no Grupo IC. Estudos anteriores in vivo e in
vitro demonstraram que os efeitos contracteis da ET-1 se encontravam aumentados (Li &
Rouleau, 1996), atenuados (Mdllmann et al., 2006), preservados (Bras-Silva & Leite-
Moreira, 2006) ou até, mesmo, invertidos (Kelso et al., 1996, Thomas et al., 1996,
MacCarthy et al., 2000) na presenga de IC. Estas diferengas podem ser explicados pela
utilizacdo de diferentes espécies animais, pelo uso de modelos de IC e de abordagens

metodoldgicas distintas.

Neste estudo observou-se a ocorréncia de disfungdo contractil nos coragdes
insuficientes, contudo como ja foi referido, a performance basal dos musculos papilares
foi similar entre os animais do Grupo Controlo e do Grupo IC foi semelhante. Além disso,
0s musculos dos dois grupos experimentais exibiram o0 mesmo tipo de resposta inotropica
e lusitropica a ET-1, no entanto, demonstraram uma resposta inotropica distinta face a
elevagdes da frequéncia de estimulacdo. A obtengdo de relagbes forga-frequéncia
negativas € uma caracteristica bem conhecida do miocardio insuficiente, que pode ser
devido parcialmente a uma desregulacdo da homeostasia do célcio e a um desequilibrio
energético (Redel et al., 2002; Endoh, 2004). Por outro lado, a resposta contractil a ET-1
envolve mecanismos celulares distintos, que podem explicar o facto da ET-1 induzir
efeitos anélogos sobre o miocardio normal e insuficiente. Adicionalmente, sabe-se que a
ET-1 tem a capacidade de aumentar a eficiéncia contractil cardiaca atraves da
diminui¢do da actividade da ATPase (McClellan et al., 1996) e do consumo de oxigénio
(Takeuchi et al., 2001), sendo considerada essencial para a eficiéncia contractil do

miocardio insuficiente (Sakai et al., 1996).

As propriedades diastdlicas do miocérdio podem ser inferidas a partir da tensao
passiva (TP), ou seja, da tensédo do musculo quando este ndo esta a contrair, mantendo
0 seu comprimento constante. No sentido de avaliar o efeito do abalo muscular sobre
este parametro, procedeu-se a sua medi¢do no inicio (TPinical) € no final (TPsna)) do abalo
muscular. Verificou-se que na presenga de ET-1 em musculos com EE intacto ocorre
uma diminuicdo da TPsnal (aumento da distensibilidade miocardica), que se acentua com

0 aumento da concentracdo deste peptideo. Este efeito ndo foi observado apds a

Mestrado em Toxicologia e Ecotoxicologia 50
Universidade de Aveiro — Departamento de Biologia
2007



Discussao e Conclusdes

administracdo ET-1 no miocardio insuficiente. Para além disso, verificou-se que a
remogdo do EE também bloqueava este efeito, confirmando-se desta forma estudos

recentes (Bras-Silva & Leite-Moreira, 2006).

Em estudos anteriores verificou-se que estes efeitos da ET-1 sobre a
distensibilidade miocardica sdo mediados pela estimulagédo dos receptores ETa e pelo
trocador Na*/H* (Leite-Moreira et al., 2003) e é dependente da actividade dos receptores
ETgs (endoteliais), apesar da estimulacdo directa dos receptores endoteliais ETg1 €
receptores miocardicos ETs2 ndo demonstrarem nenhum destes efeitos (Brés-Silva &
Leite-Moreira, 2006). Se tomarmos em consideracdo que o EE se encontra disfuncional
no modelo de IC induzida pela DOX (Bras-Silva et al., 2006) e que os efeitos agudos da
ET-1 sobre a distensibilidade miocardica séo bloqueados pela remog¢éo do EE, parece
plausivel que o facto de nédo terem sido observados efeitos da ET-1 sobre a
distensibilidade miocardica no miocardio insuficiente, podera ser explicado pela

ocorréncia de disfungéo do EE.

Neste contexto, e uma vez que o NO e as prostaglandinas sdo dois dos mais
importantes mediadores endoteliais conhecidos, libertados apds a estimulagéo selectiva
dos receptores ETgs endoteliais (de Nucci et al., 1988; Thiemermann et al., 1989; Filep et
al., 1991; Hirata et al., 1993; Leite-Moreira & Bras-Silva, 2004), que também influenciam
o efeito da ET-1 na distensibilidade miocardica (Bras-Silva & Leite-Moreira, 2006),
investigou-se de que forma estes dois agentes participam na modulagdo dos efeitos
miocardicos da ET-1. Verificou-se que, ap6s a remogao do EE e bloqueando as vias de
libertagédo endoteliais do NO e das prostaglandinas, a ET-1 n&o alterou a distensibilidade
miocardica, apontando para um importante papel destes dois mediadores endoteliais na

modulagao dos efeitos da ET-1 sobre a fungéo diastolica.

Em estudos anteriores ficou demonstrado que NO induz um aumento da
distensibilidade miocardica (Paulus et al., 1994; Vila-Pitroff et al., 1994; Paulus & Shah,
1999). Este efeito tem sido largamente atribuido a uma redugédo da sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca?* devida a fosforilagdo da troponina | pela PKC (Vila-Pitroff et al.,
1994; Shah & MacCarthy, 2000; Layland et al., 2002). No que diz respeito as
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prostaglandinas, alguns estudos descrevem efeitos inotrépicos negativos (Schror &
Hohfield, 1992), enquanto outros reportam efeitos inotrépicos positivos (Mohan et al.,
1995) em musculos papilares isolados. Quanto aos efeitos sobre as propriedades
diastdlicas sdo pouco claros, tendo-lhe sido atribuidas algumas acgbes sobre o
relaxamento miocardico (Kisch-Wedel et al., 2005; Soares et al., 2006). Adicionalmente,
estes dois agentes, NO e prostaglandinas, tém sido implicados nos efeitos inotropicos
negativos resultantes da estimulagdo dos receptores ETg1 (Leite-Moreira & Bras-Silva,
2004). Portanto, independentemente das acgdes individuais directas de cada um dos
agentes endoteliais, estes sdo capazes de regular os efeitos sistdlicos e diastolicos da
ET-1.

Estes efeitos da ET-1 sobre a distensibilidade miocérdica fornecem uma visao
completamente inovadora sobre as propriedades diastolicas da parede ventricular. De
facto, a perspectiva corrente é a de que essas propriedades sd podem ser alteradas
cronicamente, por exemplo, pela fibrose ou hipertrofia. Embora, curiosamente, se saiba
que a ET-1 quando activada cronicamente € um dos mais importantes promotores de
fibrose e hipertrofia, e portanto de uma diminui¢ao da distensibilidade ventricular (Zhu et
al., 2003; Brunner et al., 2006), por aumento da rigidez, o presente trabalho confirma que
pelo contrério, quando activada agudamente, a ET-1 aumenta significativamente essa

distensibilidade.

No que diz respeito a relevancia deste estudo na fisiopatologia da IC, estes
resultados sugerem que uma tensao passiva mais baixa do musculo cardiaco € indicativa
de que o ventriculo consegue alcangar maiores volumes de enchimento a pressdes de
enchimento mais baixas, 0 que é sem duvida um poderoso mecanismo adaptativo. Estes
efeitos benéficos da ET-1 na funcao diastdlica parecem ser mitigados pelo seu papel na
progresséo para a fibrose cardiaca e remodelagem ventricular, quando os seus niveis se
encontram elevados cronicamente (Brunner et al., 2006). Adicionalmente, estes
resultados revelam que a influéncia humoral na fungéo cardiaca diastolica € modulada
pela interacgdo com mediadores endoteliais endocardicos, como o NO e as

Prostaglandinas, que estando alteradas nos coragdes insuficientes poderdo fornecer
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novos elementos para a compreensao da fisiopatologia da IC.

Visto que a doxorrubicina (farmaco usado para induzir IC no modelo animal
estudado) é um antineoplasico usado em grande escala no tratamento de varios tipos de
cancro, cujo uso clinico é limitado pela elevada cardiotoxidade que possui (Monnet &
Chachques 2005), estes resultados poderao ser relevantes para melhor compreenséo da
fisiopatologia da cardiomiopatia induzida por este agente, no sentido de desenvolver
estratégias terapéuticas protectoras eficientes a aplicar em doentes tratados com este

farmaco quimioterapéutico.
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CONCLUSOES

A discussao desenvolvida permitiu apresentar as seguintes conclusdes:

As avaliagbes hemodindmicas, ecocardiograficas e funcionais demonstraram a
presenca de um compromisso significativo das fungdes sistélica e diastolica, a
ocorréncia de disfuncdo intrinseca do miocardico e uma redugdo de reserva
contractil, na IC desenvolvida no modelo de cardiotoxicidade induzida pela

doxorrubicina;

A ET-1 exerce, além dos conhecidos efeitos sobre a fungdo sistdlica, uma
importante acgdo sobre a fungdo diastdlica, através da promogao do aumento
agudo da distensibilidade miocardica, a qual apesar de ser mediada pelos
receptores ETa, € dependente da integridade funcional do EE e da libertacao
endotelial de dxido nitrico e de prostaglandinas, e esta atenuado na Insuficiéncia

Cardiaca.

Estes resultados assumem particular relevancia no esclarecimento do papel da

ET-1 na fisiopatologia da IC e no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

eficazes e protectoras.
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Anexos

Modelo do Musculo Papilar Isolado

O modelo de musculo papilar isolado é ideal para estudos funcionais e
farmacoldgicos, visto que permite controlar rigorosamente a carga e assim avaliar a
acg¢do in vitro de determinado agente, neste caso a ET-1, nas propriedades intrinsecas
do miocéardio, excluindo factores extrinsecos, como € o caso da activagdo neurohumoral
sistémica, da perfusdo coronaria, do acoplamento ventriculo-arterial e da interaccdo
ventricular (Strobeck et al. 1980; Sorhus et al. 2000; Worthley et al. 2005).
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Figura 13 - Equipamento experimental necessério para a avaliacdo da funcédo

miocérdica no modelo de musculo papilar isolado.
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Para além disso, este modelo permite a obtencdo de contracgdes isométricas e

isotonicas (Figura 14) e desta forma avaliar a fungdo contractil miocardica usando-se 0s

parametros descritos no quadro |ll.

T (mN/mm?) A L (L ) B

a0 - 080
el 085
080 o

20 A
045 o

10 A
| 1.00 -

D A

Figura 14 — Exemplo representativo de registos efectuados no decurso de um trabalho
experimental. A. Contraccdo isométrica: tens@o muscular (T, mM/mm2); B. Contracgao

isoténica: comprimento muscular (L, L/Lmax) (Leite-Moreira et al., 2000).

Quadro Ill - Parametros contracteis avaliados no modelo de musculo papilar isolado.

NdF (dT/dtmin)

Parédmetro Descricao
a FE Fracgao de Encurtamento M&ximo
'\% tFE Tempo para Fracgdo de Encurtamento Maximo
% VC (dL/dtmax) Velocidade de Contracgéo
’§ tvC Tempo para Velocidade de Contrac¢do
&
£ | VR (dL/dtmin) Velocidade de Relaxamento
S tVR Tempo para Velocidade de Relaxamento

TA Tens&o Activa

§ tTA Tempo para Tens&o Activa
% tHR Durac&o do Abalo Muscular
é PdF (dT/dtmax) Velocidade Méaxima de Elevacéo da Tenséo
% tPdF Tempo para Velocidade Maxima de Elevagao da Tenséo
g

Velocidade Maxima de Queda da Tens&o

tNdF

Tempo para Velocidade Maxima de Queda da Tens&o
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