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RESUMO

A area do infarto (Al) € um importante determinante para o desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca (IC). Entretanto, estudos do nosso laboratério véem
mostrando que nem sempre a IC se correlaciona com a Al. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o desenvolvimento da IC sete dias apds o infarto do
miocardio (IM), e suas repercussdes sobre a reatividade vascular no leito
caudal de ratas. Ratas Wistar foram divididas em grupo controle (CT); cirurgia
ficticia (SHAM); e o grupo submetido ao infarto do miocardio (INF).
Posteriormente, o grupo INF foi subdividido entre animais que desenvolveram
(INF-IC) ou ndo (INF) IC. Apos sete dias, os animais foram anestesiados e
cateterizados para avaliagbes da pressdo arterial e fungdo ventricular
esquerda. Em seguida, o leito arterial caudal foi removido e perfundido sob
fluxo constante de 2,5 mL/min. Alteracbes na pressao de perfusdao média
(PPM) foram obtidas apos doses crescentes de fenilefrina (FE 0,0001-300ug),
antes e depois da lesdao endotelial induzida pelo CHAPS. Para avaliagdo da
liberagdo basal de 6xido nitrico (NO) foi utilizado L-NAME na presenca de FE.
Concentragcbes crescentes de acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de sdédio
(NPS), foram perfundidas apds pré-contracdo com KCI (65mM) para avaliagao
do relaxamento dependente e independente do endotélio vascular,
respectivamente. Os dados estao apresentados como média * erro padrao da
média, e a significancia estatistica fixada em P<0,05. Sete dias apds o inicio do
experimento, os animais do grupo INF-IC apresentaram redugdo do peso
corporal (PC) (CT: 14,5£2,73; SHAM: 8,14+2,24; INF: -4,06+2,65; INF-IC: -
23,314,969g; P<0,05), aumento da razdo pulmao/PC (CT: 5,5+0,64; SHAM:
5,5£0,22; INF: 8,4410,62; INF-IC: 9,90+0,91mg/g; P<0,05) e do ventriculo
direito/PC (CT: 0,45+0,03; SHAM: 0,57+0,06; INF: 0,68+0,04; INF-IC:
0,78+0,06mg/g; P<0,05) comparado aos demais grupos. Além disso, aumento
na pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo foi evidenciado no grupo INF-
IC em relacdo aos demais grupos (CT: 1,72+0,8; SHAM: 1,6+0,5; INF:
4,48+0,5; INF-IC: 14,5+1,3mmHg; P<0,05). A Al n&o diferiu entre os grupos
(INF: 35,8+1,2; INF-IC: 38,8+2,3%; P>0,05). A variagdo do PC durante os sete
dias correlacionou-se com a PDFVE (r=-0,592; P<0,05). No leito arterial caudal

o grupo INF-IC apresentou redugcdo da resposta maxima (Rmax) a FE



(330,4+13,4 mmHg) quando comparado aos demais grupos (CT: 423,2+25,4;
SHAM: 403,6+28; IM: 425,5+30,4; P<0,05). A liberagcao basal de NO obtida
pelo grupo INF-IC (13,35 + 2,31) foi significativamente maior quando
comparado aos demais grupos (CT 7,40 = 1,36; SHAM 7,23 + 0,8; INF 3,77 %
0,7; P< 0,05). O relaxamento a ACh mostrou-se prejudicado nos grupos SHAM
e IM (SHAM: 50,0£2,8; INF: 48,4+2,7 %), quando comparados ao grupo CT e
INF-IC (CT: 69,1+4,0; INF-IC: 66,9+3,4%; P<0.05). Conclui-se que aos sete
dias apos o IM ja é possivel identificar animais que, com a mesma area de
lesdo, desenvolvem ou ndo IC precocemente. Além disso, esses animais
apresentam diferentes respostas vasculares devido, em parte, a maior
biodisponibilidade endotelial de NO.



ABSTRACT

Infarct area (Al) is an important determinant to heart failure (IC) development.
However, studies from our laboratory have been shown that IC nor always
correlates with Al. The aim of this study was to evaluate the IC development at
7 days after myocardial infarction (IM), and its consequence on vascular
reactivity in the rat tail bed. Female Wistar rats were divided in Control group
(CT); fictitious surgery (SHAM); and a group that was submitted to myocardial
infarction (INF). Later, the INF group was subdivided in those developed (INF-
IC) or not (INF) IC. Seven days later, animals were anesthetized and
catheterized to assess blood pressure and left ventricular function. After that,
the vascular tail bed was removed and perfused under constant flow (2.5
mL/min). Alterations in the mean perfusion pressure (PPM) were acquire after
concentration-response curve to phenilephrine (FE, 0.0001-300ug), before and
after CHAPS-induced endothelial damage. To evaluate basal nitric oxide (NO)
release, L-NAME was used in the presence of FE. To evaluate the dependent
or independent relaxation, crescent concentration of acetilcholine (ACh) and
sodium nitroprusside (NPS) were perfused after contraction with KCI (65mM).
Data are shown as mean * the standard error of mean, and statistical
significance set at P<0.05. Seven days after, animals from INF-IC group
showed decreased body weight (PC) (CT: 14.5£2.73; SHAM: 8.14+2.24; INF: -
4.06+2.65; INF-IC: -23.3+4.96g; P<0.05), increased Ilung/PC ratio (CT:
5.5+0.64; SHAM: 5.5+0.22; INF: 8.44+0.62; INF-IC: 9.90+0.91mg/g; P<0.05)
and right ventricle/PC ratio (CT: 0.45+£0.03; SHAM: 0.57+0.06; INF: 0.68+0.04;
INF-IC: 0.78+0.06mg/g; P<0.05) when compared to other groups. Moreover,
increased values for left ventricular end-diastolic pressure (PDFVE) were
evidenced in INF-IC group as compared to the others (CT: 1.72+0.8; SHAM:
1.6£0.5; INF: 4.4810.5; INF-IC: 14.5+1.3mmHg; P<0.05). Al was similar
between infarcted groups (INF: 35.8+1.2; INF-IC: 38.8+2.3%; P>0.05).
Furthermore, variation in the PC during the seven days correlates with PDFVE
(r=-0.592; P<0.05).



In the vascular tail bed, INF-IC group showed reduced maximal response
(Rmax) to FE (330.41x13.4 mmHg) as compared to other groups (CT:
423.2+25.4; SHAM: 403.6+28; IM: 425.5+30.4; P<0.05). Basal NO release
acquire in the INF-IC group (13.35 * 2.31) was significantly better as compared
to other groups (CT 7.40 + 1.36; SHAM 7.23 + 0.8; INF 3.77 £ 0.7; P< 0.05).
The relaxation mediated by Ach was reduced in SHAM and INF groups (SHAM:
50.0£2.8; INF: 48.4+2.7 %) as compared to CT and INF-IC groups (CT:
69.114.0; INF-IC: 66.9+3.4%; P<0.05).

We conclude that seven days after IM is possible to identify animals that, with
the same Al, develop or not the IC. Moreover, these animals depict different
patterns of vascular response due, at least in part, to a better endothelial NO

bioavailability.
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1 INTRODUGAO

1.1 ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DO INFARTO AGUDO DO

MIOCARDIO

As doencas cardiovasculares, desde a década de vinte, figuram coma a
principal causa de morte e incapacidade funcional no Brasil e no mundo.
Atualmente, os indices atingem valores proximos de 33% dos Oobitos
registrados, superando os encontrados para doengas neoplasicas (16,47%),
doengas do sistema respiratério (10,87%) e as doencgas infecciosas e
parasitarias (4,92%) (DATASUS, 2007). Dentre as doengas que afetam o
sistema cardiovascular, a doenga arterial coronariana, que tem no infarto do
miocardio (IM) o seu principal efetor, &€ responsavel por aproximadamente
metade dos 6bitos (American Heart Association, 2009). Nos Estados Unidos,
por exemplo, aproximadamente 865 mil IM sdo registrados anualmente
(Rosamond et al., 2007). Com isto, a previsao de custos diretos e indiretos para
2009 com IM nos Estados Unidos estdo na ordem de 165,4 bilhdes de dolares
(American Heart Association, 2009). No Reino Unido, a incidéncia de IM é de
aproximadamente 2 casos para cada 1000 individuos (Cleland et al., 2005).
Segundo dados do DATASUS, no ano de 2006 no Brasil foram notificados
aproximadamente 90 mil 6bitos tendo como causa a doenga isquémica do

coragao (DATASUS, 2007).
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Apesar dos numeros explicitarem uma tragica realidade, e de campanhas
evidenciarem a importancia dos cuidados primarios com a saude, a incidéncia
do IM nao reduz da forma como seria desejada. Dentre os diversos fatores de
risco associados ao desenvolvimento do IM, encontram-se a hipertensao
arterial, as dislipidemias, a obesidade abdominal, o diabetes, a inatividade
fisica, o habito de fumar e o consumo excessivo de alcool (Lanas et al., 2007;
Anand et al., 2008). Com os grandes avangos na terapéutica farmacolégica e
com o desenvolvimento de novas técnicas de manejo do paciente, a
mortalidade por IM tem sido reduzida ao longo dos ultimos anos (Kesteloot et
al., 2002; Bax et al., 2003). Isto pode ser evidenciado também pela reducéo
nas admissdes e do tempo de internagao hospitalar apés o IM (Spencer et al.,

2004).

As conseqléncias de IM sdo catastréficas, como o desenvolvimento
progressivo de uma sindrome clinica resultante de disturbio cardiaco funcional
elou estrutural, que caracteriza a insuficiéncia cardiaca (IC). Na IC, o coragéo
se torna incapaz de ejetar ou se encher de sangue em taxas suficientes para
manter o débito cardiaco adequado as demandas metabdlicas teciduais
(Bauersachs e Widder 2008). Aproximadamente 40% dos pacientes que sofrem
um IM apresentam disfungdo sistdlica ja nos primeiros dias apds o infarto
(Cleland et al., 2005). Além disto, aproximadamente 80% dos oObitos apés IM
foram precedidos por um evento de IC (Velazquez et al., 2004). Esses numeros
evidenciam a intrinseca ligagao temporal entre o IM, a progresséo paraa lC e a

mortalidade.
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A IC apresenta comprometimentos extra-cardiacos, como exemplo os
comprometimentos da fungéo vascular. A disfungcédo endotelial € um parametro
que tem sido recentemente associada a IC. Em pacientes com IC apés IM, a
resposta dilatadora mediada pelo endotélio encontra-se comprometida (Katz et
al., 2005; Shechter et a., 2009). Essa resposta dilatadora reduzida € mais
evidente na IC causada por isquemia quando comparada aqueles que

desenvolvem IC por causas nao-isquémicas (Klosinska et al., 2009).

Todas essas complicagbes descritas acima apresentam conseqiéncias
econbmicas. Nos estados Unidos, os gastos estimados com a IC para o ano de
2009 foram estimados em aproximadamente 37,2 bilhdes de ddlares (American
Heart Association, 2009). No Brasil, aproximadamente 27% dos &bitos
decorrentes de doengas cardiovasculares sao ocasionados pela IC, que
também responde por 26 % das internagbes geradas por causas

cardiovasculares (DATASUS, 2007).

Apesar de controversos, estudos mostram que aproximadamente 24% dos
pacientes admitidos com IM desenvolvem IC em 30 dias (Hellermann et al.,
2005; Velagaleti et al., 2008). Além disto, por volta de 9% dos pacientes irdo
desenvolver IC em algum periodo apés o IM (Spencer et al., 2002). Ao longo
dos anos, vem sendo observado um aumento na incidéncia de IC (Najaf et al.,
2009; Velagalet et al., 2008). Esse aumento paradoxal, diante da evolugao
terapéutica para o paciente infartado, pode ser explicado pela redugdo na

mortalidade causada por essas estratégias.

Todos esses numeros explicitam a necessidade de intervencbes e terapias

efetivas. E para que se possa ter efetividade ao prevenir o IM e tratar suas
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complicagbes, estudos experimentais sdo necessarios. Com isso, podem ser
entendidos 0os mecanismos que levam a instalagdo e ao desenvolvimento das
disfungbes cardiacas e vasculares, ajudando no desenvolvimento de novas

estratégias para impedir a progressao da IC.

1.2 REMODELAMENTO VENTRICULAR APOS O INFARTO DO MIOCARDIO

EXPERIMENTAL

O modelo experimental mais utilizado para estudar os efeitos da IC é o da
ligadura permanente da artéria coronaria descendente anterior esquerda em
ratos (Johns e Olson, 1954, Pfeffer et al., 1985; Mill et al., 1990). Este modelo
consegue simular os principais eventos observados na cardiopatia isquémica
humana, como por exemplo, a perda celular aguda, a reacao inflamatoria
associada, o remodelamento de matriz extracelular, assim como todas as
disfuncbes cardiacas e vasculares observadas em humanos. Nos préximos
tépicos, serdo sucintamente apresentados os eventos cardiacos e vasculares

que se seguem ao IM em ratos de forma temporal.

A medida que o processo de isquemia vai se estendendo no coracdo, tem
inicio o processo de morte celular. Essa perda de tecido contratil contribui de
forma bastante significativa para as alteragbes funcionais e estruturais
observadas no miocardio. Participam disso dois tipos de eventos, a necrose e a
apoptose, sendo que a apoptose tem uma participagdo mais significativa neste
processo (Takemura e Fujiwara, 2004). De acordo com Kajstura et al. (1996), a

apoptose é a forma predominante de morte celular observada no miocardio
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dentro das primeiras 24 horas apds a oclusdo permanente da artéria coronaria
em ratos, acometendo tanto areas isquémicas quanto nao-isquémicas

(Schwartz et al., 2006).

Como conceito, apoptose é um conjunto de alteragbes bioquimicas,
moleculares e morfoldgicas. Funcionalmente, alteragdes intracelulares levam a
comprometimentos da fungdo mitocondrial, contribuindo para um colapso
energético e consequente degradagado das fungdes celulares (Buja, 2005). A
apoptose pode ser ativada por varios fatores como por exemplo, radicais livres,
citocinas inflamatérias, além das consequéncias metabdlicas da isquemia

(Tquemura e Fuginara, 2004; Crow et al., 2004).

A apoptose exerce grande repercussao no curso do remodelamento ventricular
apos o IM (Baldi et al., 2002). Isto foi bem descrito em trabalho realizado por
Palojoki et al. (2001), onde observaram alta incidéncia de midcitos em
apoptose na area isquémica ja no primeiro dia apos o IM em ratos. Além disto,
na area nao infartada, a apoptose aumentou progressivamente até a décima
segunda semana apoés o IM, se correlacionando significativamente com o
desenvolvimento da dilatagédo ventricular esquerda (Palojoki et al., 2001). Outro
trabalho que evidenciou a importancia da apoptose no desenvolvimento da IC
mostrou uma associagao bastante significativa entre a expressdo do ligante
Fas, uma citocina proé-inflamatéria e pré-apoptética, com a pressao diastolica

final do ventriculo esquerdo (PDFVE) em ovelhas com IC (Jiang et al., 2003).

Da mesma forma que em animais de experimentacdo, a apoptose em humanos
contribui de forma importante para a perda celular nas primeiras horas do IM,

sendo que a partir do segundo dia a necrose adquire papel fundamental (Veinot
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et al., 1997). Semelhante, outros trabalhos evidenciaram altos niveis de células
em apoptose em coragdo de pacientes com IC, podendo contribuir para a

perda progressiva da fungao cardiaca (Narula et al., 1996; Olivetti et al., 1997).

Evoluindo temporalmente no curso do remodelamento ventricular apos o IM,
pode-se observar que a morte celular decorrente da injuria tecidual ativa
substancias que sao responsaveis por iniciar uma resposta inflamatéria, na
tentativa de reparar os danos causados pela isquemia tecidual (Ertl e Frantz,
2005). Essa resposta inflamatéria auxilia no processo de cicatrizagéo tecidual
ao realizar a degradacido dos componentes da matriz extracelular e substituir o
tecido necrosado por tecido fibroso, processo fundamental para modular a
funcdo e estrutura do coragao infartado (Fishbein et al., 1978; Yang et al.,

2002; Ertl e Frantz 2005; Frantz et al., 2009).

O extravasamento do conteudo das células mortas sdao quimioatraentes e
iniciam a migragcédo das células inflamatérias para o miocardio isquémico. No
infiltrado inflamatério, & possivel observar precocemente a presenca de
neutréfilos ja no primeiro dia apdés a oclusdo, mantendo-se com valores
elevados até o quarto dia. No segundo dia, niveis elevados de macréfagos e
linfécitos aparecem no miocardio lesado, permanecendo elevado além dos

primeiros vinte e oito dias (Fishbein et al., 1978; Yang et al., 2002).

Um dos sinalizadores da migragdo de células inflamatdrias sao as citocinas
pré-inflamatorias. Elas n&do sao constitutivamente expressas no miocardio,
sendo que varias delas sdo intensamente expressas precocemente a oclusao
coronariana, como por exemplo as interleucinas (IL) 1B e 6 e fator de necrose

tumoral (TNF, do inglés “tumor necrosis factor’)-a (Ono et al., 1998; Deten et
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al., 2002). Trés horas apo6s a oclusdo da artéria coronaria ja € possivel
observar um pico de expressao do RNAm da IL-1B8 e IL-6 na area infartada,
sendo que na area nao infartada, esse pico de expressao torna-se evidente

apos seis horas (Ono et al., 1998).

O TNF-a é capaz de modular a funcao cardiovascular, por induzir alteragdes
estruturais como a hipertrofia cardiaca (Yokoyama et al., 1997), dilatagdo das
camaras cardiacas (Kubota et al., 1997; Bryant et al., 1998) e fibrose intersticial
(Sivasubramanian et al., 2001) resultando em reducdo na contratilidade
cardiaca (Chung et al., 1990). Ele também é responsavel pela ativagao das
metaloproteinases de matriz (MMP, do inglés “matrix metalloproteinase”)
(Sivasubramanian et al., 2001). Em modelos animais, a infusdo de TNF-a
mostrou- se capaz de induzir dilatacdo ventricular, culminando com disfuncéo
cardiaca progressiva (Bozkurt et al., 1998). Berthonneche et al. (2004)
observaram que o TNF-a apresenta um pico de atividade no sétimo dia apds o
IM em ratos, fato que coincide com a disfuncdo miocardica e a dilatacao
ventricular encontrada nesses animais. Porém, camundongos knockout para
receptor tipo 2 para o TNF-a apresentaram aumento de apoptose na area
infartada quando comparados aos animais controles, indicando um importante
papel do TNF-a na protecao miocardica, ao participar de processos de reparo
cardiaco apos o IM (Moden et al., 2007). Esse aparente conflito descrito nos
estudos utilizando TNF-a foi elucidado com o trabalho recente de Hamid et al.
(2009), ao mostrar em modelo animal, diferenga no padréo de respostas dos
receptores para essa citocina. Neste estudo, diferentes modelos knockout para

o receptor TNF-R1 ou para o receptor TNF-R2 foram avaliados apds o IM,
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sendo que os receptores TNF-R1 foram relacionados aos efeitos deletérios do
remodelamento, como a hipertrofia cardiaca e apoptose, enquanto os efeitos
observados para o receptor TNF-R2 foram inversos, evidenciando o efeito

antiapoptoético (Hamid et al., 2009).

Além disso, as IL também tém sido relacionadas ao remodelamento ventricular
esquerdo apds o IM em ratos. Foi observada forte correlacdo positiva entre a
expressao de IL-13 e IL-6 e o didmetro diastdlico final do ventriculo esquerdo
(Ono et al., 1998) indicando progressao da dilatagdo ventricular em animais
com inflamagdo. O uso de antagonista dos receptores para IL-1 reduziu a
apoptose apés o IM do miocardio experimental (Abbate et al., 2008). De forma
interessante, foi descrito por Moro et al. (2007) que a disfungédo ventricular
observada apds o IM em ratos coincide com a expressao de citocinas

inflamatadrias, principalmente as IL-1 B e a IL-6.

Em humanos, diversos estudos apresentam elevados niveis plasmaticos de
TNF-a em pacientes com IC quando comparados a pacientes saudaveis
(Amione GT, 2005; Chen et al., 2008), evidenciando que os niveis plasmaticos
de TNF-a sao preditores independentes de pior prognodstico e mortalidade em
pacientes com |IC avancada. Da mesma forma, Tan et al. (2009) recentemente
observaram que a IL-6 é preditor independente de mortalidade em pacientes
apos o IM. Porém, desastrosos resultados em estudos clinicos foram obtidos
ao reduzir os niveis de TNF-a em pacientes com IC, ja que a utilizagdo de anti-
TNF-a ndo melhorava a condigao inicial desses pacientes (Mann 2002). Fato
este que corrobora a idéia de que a resposta obtida pelo TNF-a dependera do

receptor que ele vai atuar, seja via TNF-R1 ou TNF-R2 (Hamid et al. 2009).
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Esses estudos mostram que apesar dos efeitos deletérios das citocinas sobre a
funcao cardiaca, efeitos benéficos também estdo associados a elas. Isso torna
claro que a inflamagéao é uma resposta intrinseca do organismo que deve ser

minuciosamente modulada.

Com a infiltracdo de células inflamatérias no miocardio isquémico e a reacao
inflamatdria local gerada, tem inicio o processo de substituigdo do tecido
necrosado por tecido fibroso. Esses processos ocorrem separadamente, e
quanto menos tempo decorrer entre os dois eventos, menor serdo as
consequéncias funcionais e estruturais (Eaton e Bulkley, 1981; Hochman e

Bulkley, 1982; Weisman et al., 1988).

O intersticio cardiaco €& composto principalmente por colageno,
compreendendo aproximadamente 3% do miocardio. Dentre os varios tipos de
colageno descritos, no coragédo os mais predominantes séo os tipos I, lll e V
(Ertl e Frantz, 2005). Precocemente a oclusédo, o colageno é intensamente
degradado. Essa degradacdo ocorre devido a ativagcdo maciga de MMPs
provenientes de neutrdéfilos infiltrados e do proprio miocardio (Ertl e Frantz,
2005; Dobaczewski et al., 2006). A expressao dessas colagenases ocorre na
fase inicial do IM em ratos. Inicialmente, é observado um aumento bastante
significativo da expressédo de MMP-8 e a MMP-13 (Tao et al., 2004; Nagase et

al., 2008).

A homeostase da matriz extracelular € um importante mecanismo para manter
a funcéo e estrutura cardiaca. Foi descrito que a degradacgéo progressiva do
colageno intersticial reduz progressivamente a forca de musculos papilares

isolados, mostrando a fundamental participacdo dos componentes da matriz
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extracelular para o funcionamento cardiaco (Baicu et al., 2003). A inibicdo
farmacoldgicas das MMPs durante a fase inicial apés o IM esta associada a
maior sobrevida e melhor fungdo cardiaca (Spinale et al., 2006). Eventos
contrarios sdo observados com o tratamento crbnico, que apresenta pior
resultado funcional em animais infartados (Spinale et al., 2006). Além disto,
com a utilizagdo de camundongos knockout para a MMP-9 (Ducharme et al.,
2000) ou para MMP-2 (Hayashidani et al., 2003), foi observada redug¢do na
dilatagéo ventricular e menor incidéncia de ruptura ventricular apés o IM. Esses
resultados corroboram estudos realizados em humanos, em que a autépsia de
pacientes infartados que morreram apds ruptura ventricular revelaram aumento

da atividade das MMP 8 e 9 (van den Borne et al., 2009).

Em paralelo a essa intensa degradagao da matriz extracelular e a reabsorgao
do tecido necrosado pelas células inflamatérias, inicia-se o processo reparativo
com o intuito de substituir o tecido degradado. Com a presenga macica de
fibroblastos ja a partir do terceiro dia, a sintese e deposigdo de colageno sao
iniciadas, progredindo além do vigésimo oitavo dia (Cleutjens et al., 1995; Sun
et al., 2000; Yang et al., 2002). A produgéo inicial de colageno e sua deposi¢cao
comegam durante o processo inflamatério, com a ativagdo da cascata de
citocinas inflamatérias, evento que coincide com a chegada de fibroblastos. E
possivel observar ja no terceiro dia apés o IM um aumento na expressédo do
RNAmM do colageno tipo | e lll, com consequente aumento da sua deposigcao
nas areas infartadas e nao-infartadas (Cleutjens et al., 1995; Sun et al., 2000).
As fibras colagenas se tornam evidentes em ambas as regides a partir do

sétimo dia (Cleutjens et al., 1995; Sun et al., 2000). Outro fator importante no
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desenvolvimento da fibrose € o fator de crescimento transformante (TGF, do
inglés “transforming growth factor’) —3, que € uma citocina pro-fibrética com
capacidade de reduzir a adesao plaquetéria, ativar fibroblastos e estimular a
producao de matriz extracelular (Bujak e Frangogiannis, 2007). Rosenkranz et
al. (2002) mostraram que camundongos com elevada expressdao do TGF-1(3
apresentavam hipertrofia cardiaca acompanhada de fibrose intersticial

excessiva.

Com relagao direta sobre o remodelamento cardiaco, o sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) é ativado apods o IM, sendo observado em
ratos, aumento da atividade plasmatica e tecidual da enzima conversora de
angiotensina, com consequente aumento da concentragdo de angiotensina Il
no coragado (Busatto et al.,, 1997; de Resende et al., 2006; Xu et al., 2008).
Niveis elevados de angiotensina Il no coragdo aumentam a produgao local de
aldosterona (Zhao et al. 2006). Além disto, os receptores AT1 e receptores
mineralocorticoides encontram-se aumentados no coragao apos o IM (Gurantz
et al.,, 2005; de Resende et al., 2006). Tanto a angiotensina |l quanto a
aldostorena causam hipertrofia cardiaca (Liu et al., 1998; Lijnen e Petron,
1999), deposicdo excessiva de colageno no coragao (Silvestre et al., 1999),
apoptose (Cigola et al., 1997), eventos que contribuem significativamente para

o comprometimento hemodinamico e redugao da sobrevida.

Alguns estudos demonstram que ao acelerar o processo de reparo cardiaco, ou
seja, minimizar o tempo entre a degradagdo e a deposicdo de matriz, induz
efeitos benéficos ao remodelamento. Por exemplo, foi observado que a

administragdo precoce da eplerenona, um antagonista seletivo de receptores
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mineralocorticoides, acelerava a infiltragdo de macréfagos e fibroblastos na
area infartada, garantindo melhora hemodinamica e estrutural (Fraccarolo et

al., 2008).

Essas alteragbes temporais descritas, conduzem progressivamente a faléncia

cardiaca, levando a uma série de adaptacdes no sistema cardiovascular.

1.3 ALTERACOES VASCULARES APOS O INFARTO DO MIOCARDIO

Na IC, o bombeamento sanguineo ineficiente realizado pelo coragao acarreta
aumento na resisténcia vascular periférica (RVP) com conseqlente aumento
da pos-carga. Esse aumento da RVP ¢é procedente da redugdo na
vasodilatacao periférica, principalmente pela reducado da biodisponibilidade de
oxido nitrico (NO, do inglés “nitric oxide”) (Bauersachs e Widder 2008).
Diversos trabalhos correlacionaram a disfungdo endotelial observada nos
pacientes com IC, com a baixa biodisponibilidade de NO apresentada por eles,
ja que o prejuizo no relaxamento vascular € uma das caracteristicas da

disfungdo endotelial (Drexler et al., 1992; Katz et al., 1992; Katz et al., 2005).

1.3.1 Fator Relaxante Derivado do Endotélio Vascular: Oxido

Nitrico

O NO, inicialmente descrito como o fator relaxante derivado do endotélio

(EDREF, do inglés “endothelial-derived relaxing factor’) (Furchgott e Zawadzki,
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1980; Palmer et al., 1987), atualmente é reconhecido como um dos principais
fatores derivados do endotélio vascular. Dentre suas acdes, € importante na
manutencdo da integridade endotelial ao regular o ténus vascular, por
pronunciada acado vasodilatadora, além de inibir a agregacdo plaquetaria
(Radomski et al., 1991; Freedman et al., 1999), adeséao leucocitaria a parede
vascular (Kubes et al., 1991; Lefer et al.,, 1999) e a proliferagdo das células
musculares lisas (Garg e Hassid, 1989). O NO ¢ sintetizado nas células
endoteliais quando o aminoacido L-arginina & convertido a L-citrulina e NO, ao
ter seu grupamento guanidino oxidado por agao da enzima éxido nitrico sintase
(NOS, do inglés “nitric oxide sinthase”) (Palmer et al., 1987; Moncada et
al.,1991). Essa reagdo envolve co-fatores como, a nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato (forma reduzida — NADPH), a tetrahidrobiopterina (BH.), a
flavina adenina dinocleotideo (FAD) e a flavina adenina mononucletidio (FMN)
(Palmer et al., 1987; Angus e Cocks, 1989; Palmer e Moncada et al., 1991;

Busse et al., 1994).

Atualmente, trés isoformas da NOS estdo bem descritas. A NOS endotelial
(eNOS) e a neuronal (nNNOS) sao isoformas constitutivamente expressas e
dependentes da formacdo do complexo calcio-calmodulina para serem
ativadas. A terceira isoforma € a induzivel (INOS) sendo expressa em
condi¢cbes adversas, como em processos inflamatdrios, sendo independente do
aumento das concentragdes intracelulares de calcio (Moncada et al., 1991; Xie

et al.,1992; Forstemann et al., 1993, 1994).

Uma vez sintetizado e liberado pelas células endoteliais, o NO exerce sua

funcao vasodilatadora ao se difundir facilmente para as células do musculo liso
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vascular (MLV). O relaxamento é mediado pela ativagdo da enzima guanilato
ciclase soluvel que hidrolisa a moléculas 5'- trifosfato de guanosina (GTP) em
3’5" — monofosfato ciclico de guanosina (GMP;). O aumento da concentragao
do GMP. ativa a proteina cinase G (PKG), sendo responsavel pela fosforilacao
de diversas proteinas, levando ao relaxamento do MLV por reducdo da
concentragao intracelular de calcio (Ignarro e Kadowitz, 1985; Rapopport e

Murod, 1993).

1.3.2 Fatores que Interferem na Biodisponibilidade do Oxido Nitrico

O NO tem importante papel no desenvolvimento de doengas cardiovasculares.
Alteracdes na bidisponibilidade de NO estdo associados com disfungdo no
endotélio vascular, presente em pacientes com IC (Katz et al., 1992; Katz et al.,
2005). Durante a instalacdo e o desenvolvimento dessa disfungéo endotelial,
varios mecanismos compensatérios sdo ativados na tentativa de restabelecer a
homeostase tecidual. Esses mecanismos, que incluem a¢des neuro-humorais e
proprias do endotélio, tém importante participagcdo na disfuncdo endotelial
observada em pacientes com IC e em modelos experimentais de disfungéo
vascular (Bauersachs e Widder, 2008). Porém, a constante ativagdo desses
mecanismos pode acarretar danos ainda maiores ao tecido. Portanto, a
ativacdo adrenérgica, ativacdo do SRAA, e o concomitante aumento da
producdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) levam a redugdo da
biodisponibilidade de NO (Bauersachs e Widder, 2008). No trabalho realizado
por Huang et al. (1995), precursor na utilizagdo do modelo de camundongos

knockout para eNOS, foi observado prejuizo no relaxamento dependente do
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endotélio, porém sem alteragbes no relaxamento do musculo liso vascular
(MLV) na presenga do doador direto de NO, em anéis isolados de aorta. De
forma interessante, ratos tratados com inibidor seletivo da iNOS durante os trés
primeiros dias apoés o IM, apresentam resposta contratil a fenilefrina (FE)
restaurada, quando comparada a hiporreatividade observada nos animais sem
o tratamento (Sartdrio et al., 2005). Além disto, camundongos knockout para as
trés isoformas da NOS desenvolveram IM espontaneamente aos dez meses de
idade (Nakata et al., 2008). Esses trabalhos sustentam a idéia de que o NO
tem participacdo fundamental na regulagdo da fungdo vascular tendo assim

repercussodes cardiacas.

Outro importante fator responsavel pela redugao da biodisponibilidade do NO é
o aumento das EROs no endotélio, musculo liso e adventicia vascular
(Griendling e Alexander 1997; Rey e Pagano 2002). As ERO incluem radicais
livres com anions superoxido (O27), o peroxinitrito (ONOQO), o radical hidroxil
(OH"). A mais importante ERO na vasculatura € o anion superéxido, o qual &
formado pela redugao univalente do oxigénio (Droge, 2002). Sua rapida reagao
com o NO leva a producdo de substancias citotoxicas como peroxinitrito e
radicais hidroxil, que reduzem a oferta de NO as células endoteliais, gerando
importante vasoconstricgao (Beckman et al., 1990; Beckman e Koppenol, 1996;
Carr et al., 2000; Griendling et al., 2000). Quando a produgé&o de substancias
pré-oxidantes supera a de antioxidantes, um estado de desequilibrio é
instalado, conhecido como estresse oxidativo. Enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase (SOD) tem papel fundamental na remogao das ERO. As

SODs sao responsaveis pela dismutagao do anion superoxido em peroxido de
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hidrogénio e oxigénio molecular (Darley-Usmar et al., 1995; Beckman et al.,
1996). Foi descrito que pacientes com |IC apresentam redugdo na
vasodilatacdo mediada pelo endotélio, pela reducdo da biodisponibilidade do
NO (Katz et al., 1992; Katz et al., 2005). Essa redugao da oferta de NO esta
atribuida ao aumento das ERO uma vez que pacientes em tratamento
antioxidante com vitamina C melhoraram a vasodilatagdo mediada pelo
endotélio (Hornig et al.,, 1998). Em trabalho experimental, a transferéncia do
gene da superoxido dismutase (SOD) melhorou a funcao endotelial em ratos
com IC ao reduzir os niveis de anions superoxido e ao melhorar o relaxamento
dependente do endotélio vascular e ao difosfatoto de adenosina (ADP) em

anéis de aorta e mesentérica (lida et al., 2005).

Outra importante fonte de anion superdxido pode ser a eNOS. Na auséncia de
substrato L-arginina ou de cofatores como BHs, a eNOS pode sofrer
desacoplamento, resultando na producio de anion superdxido ao invés de NO
(Forstermann et al., 2006). Foi observado, em modelo experimental de IC, que
aumento na expressdao da eNOS, reduz a biodisponibiloidade do NO

provavelmente pelo seu desacoplamento (Munzel et al., 1993).

Nas arteriolas periféricas e nas coronarias, a angiotensina Il interage
intensamente com o sistema do NO promovendo a formagdo de ROS, com
consequente disfungdao endotelial e vasoconstricgao (Yan et al., 2003). Todos
os componentes do SRAA como a renina (Okamura et al. 1992),
angiotensinogénio (Campbell et al., 1986; Rakugi et al., 1993), angiotensina Il
(Kifor et al., 1987) e aldosterona (Taketa et al., 1995) estdo presentes nos

vasos sanguineos. Evidenciando a importancia desse sistema, ratos infartados
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tratados por sete dias com eplerenona tiveram aumento da biodisponibilidade
do NO derivado da eNOS, reducdo da producdo vascular de anions
superoxido, e aumento das defesas oxidantes, quando comparado ao grupo
tratado com placebo (Sartério et al., 2007). Além disso, quando animais
knockout para as trés isoformas da NOS foram tratados com olmesartan,
inibidor seletivo para o receptor 1 para a angiotensina Il (AT4), apresentaram
uma reducdo na incidéncia do IM além de reducido na formacao da lesao
vascular coronariana quando comparado ao grupo controle e ao grupo tratado

com hidralazina (vasodilatador) (Nakata et al., 2008).

1.4 A TRANSICAO PARA A INSUFICIENCIA CARDIACA

Como descrito anteriormente, a evolugao temporal dos eventos que seguem o
IM conduz a disturbios estruturais e a faléncia funcional. J4 é sabido que a
extensdo do infarto é um fator primordial na progressdo para a IC.
Previamente, ja foi descrita uma relagdo entre a extensao do infarto e a fungao
cardiaca (Pfeffer et al., 1979; Fletcher et al., 1981; Pfeffer e Braunwald, 1990),
parametros ponderais (Pfeffer et al., 1979; Fletcher et al., 1981) e mortalidade
(Pfeffer et al., 1985). Pfeffer et al. (1979) descreveram diferentes respostas
funcionais de acordo com subdivisdes de extens&o do infarto. Neste estudo ele
observa que animais com infartos considerados pequenos (menores que 30%
da area ventricular esquerda) ndo apresentavam comprometimento funcional
(Pfeffer et al., 1979) nem estrutural (Fletcher et al., 1981) significativos.
Inversamente, quando o grupo com infartos maiores que 45% da area

ventricular era analisado, observava-se uma grave disfungdo ventricular
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avaliada pela PDFVE (Pfeffer et al., 1979) e pela fracdo de ejecao (Pfeffer e
Braunwald, 1990), além de importante aumento da dilatacdo da cémara

ventricular (Fletcher et al., 1981).

Essa relagédo descrita acima ja esta bem estabelecida na literatura, em que a
extensdao do infarto esta inversamente correlacionada a funcdo cardiaca
(Pfeffer et al., 1979). Porém, analisando minuciosamente o trabalho original
realizado por Pfeffer et al. (1979), observa-se que no grupo que apresenta
extensdo do infarto em valores intermediarios (entre 30 e 45% da area
ventricular esquerda), aproximadamente 25% dos animais ultrapassavam dois
desvios padrdo da média de PDFVE. Isso mostra que em infartos considerados
intermediarios (entre 30 e 45% da area ventricular esquerda), a fungao
cardiaca pode variar independente de variacbes na extensao do infarto,
evidenciando que outros fatores, além do IM podem agir no desenvolvimento

dalC.

Pereira et al. (2005) foram precursores em descrever a subdivisdo funcional
entre animais que desenvolveram e aqueles que nao desenvolveram a IC,
apresentando a mesma Al. Neste estudo foi observado que os animais sem
sinais de IC tinham alteragdes ponderais, hemodinamicas além de prejuizo no
relaxamento dependente do endotélio e aumento na reatividade vascular a
fenilefrina (FE). Além disso, neste mesmo trabalho, nos animais com sinais de
IC, ndo foi observado nenhum prejuizo no relaxamento dependente do
endotélio e na reatividade vascular a FE, sua resposta estava reduzida (Pereira

et al. (2005).
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Trabalhos subseqlientes em nosso laboratério, observam o mesmo padrao de
dicotomia do grupo de animais infartados, com a mesma Al. Fernandes (2006)
mostrou que oito semanas apoés o IM, o subgrupo de animais com sinais de IC
apresentava prejuizo de contratilidade das camaras cardiacas. Em trabalho
complementar a este, Moura (2007) mostrou que houve prejuizo mecanico da
camara ventricular direita in vivo, mas normalizada in vitro, apos oito semanas

do IM.

Além disto, sabe-se que o desenvolvimento da IC acontece ja em uma fase
inicial do infarto. Apds sete dias do IM, baseado em alteragdes ponderais,
hemodindmicas e funcionais da camara cardiaca os animais infartados ja
podem ser subdivididos nos que nao apresentam IC dos que apresentam
(Aréas 2009). Porém, permanece desconhecido se alteragdes de reatividade
vascular estdo presentes em um periodo precoce a oclusdo da artéria

coronaria em ratas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os parametros ponderais, hemodinédmicos e da fungéo vascular do leito

arterial caudal de ratas Wistar, sete dias apds o infarto do miocardio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar o modelo do infarto utilizado baseado nos parametros ponderais e

hemodindmicos;

Avaliar a reatividade vascular do leito arterial caudal a resposta pressora a
fenilefrina na presenga e auséncia do endotélio vascular, a resposta
vasodilatadora dependente e independente do endotélio, induzida pela
acelilcolina e pelo nitroprussiato de sodio, respectivamente. E a liberagao basal

de 6xido nitrico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTAGAO

Para este trabalho foram utilizadas ratas Wistar (Rattus novergicus albinus),
com peso corporal variando entre 200-250 gramas, provenientes do Biotério do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo. Estes
animais foram mantidos em gaiolas apropriadas e submetidos a um ciclo claro-
escuro de 12 horas, sob condicdes controladas de temperatura, tendo livre

acesso a agua e ragao padrao para roedores.

Todos os protocolos a serem descritos foram realizados seguindo
procedimentos éticos e em conformidade com as normas da legislagéo vigente
para a pratica didatico-cientifica da vivissecg¢ao de animais de acordo com a Lei
n° 6.638, de 08 de maio de 1979. Os protocolos experimentais de estudo da
reatividade vascular em oOrgaos isolados e procedimentos cirurgicos
(hemodinamica e IM) foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais Experimentais (CEUA / EMESCAM) regulamentado pela portaria

059/2006 de 10 outubro de 2006.
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3.1.1 Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente selecionados para um dos trés grupos

apresentados abaixo:

1. Grupo controle (CT): ndo submetidos a procedimentos cirurgicos.
2. Cirurgica ficticia (SHAM): submetidos a cirurgia ficticia.
3. Grupo infarto do miocardio (INF): submetidos a oclusdo permanente

da artéria coronaria.

3.1.2. Técnica para Producgéao do Infarto do Miocardio

O procedimento de indugéo do IM foi realizado de acordo com a técnica padrao
em nosso laboratério (Mill et al., 1990), seguindo a descrigao original feita por
por Johns e Olson (1954), suncintamente descrita abaixo.

As ratas, apds serem pesadas eram anestesiadas com uma mistura contendo
xilazina (10 mg/Kg) e quetamina (50 mg/Kg), administrados por via
intramuscular. Em seguida, foram posicionadas e fixadas em decubito dorsal
sobre uma mesa cirurgica. A regido toracica esquerda foi tricotomizada com
corte cutdneo paraesternal e divulsdo dos musculos peitorais, as costelas
foram expostas. O coragcao foi rapidamente exteriorizado apds toracotomia e
aplicacdo de leve pressdo de sentido pdstero-anterior na caixa toracica. A
aproximadamente 3mm de sua origem, o ramo interventricular da artéria

coronaria esquerda foi ocluida permanentemente por sutura simples, com fio
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mononylon 6.0. (Medline, Brasil). O coragdo foi reintroduzido no térax e a
toracotomia foi rapidamente fechada por sutura em forma de bolsa. Quando os
movimentos respiratérios nao eram reassumidos espontaneamente, foi
promovida hiperinsuflagdo pulmonar. As ratas que foram submetidas ao
mesmo procedimento cirurgico, com exce¢do da oclusdo da artéria coronaria,
formaram o grupo da cirurgia ficticia (SHAM). Apds a recuperagao, os animais

foram recolocados em caixas aleatoriamente.

3.2 PARAMETROS HEMODINAMICOS

Sete dias apds os procedimentos cirurgicos, os animais foram pesados,
anestesiados com uretana (1,2 g/ Kg, ip.) e submetidos a cirurgia para
cateterizacdo da artéria carétida direita, pela qual se pode medir a pressao
arterial sistolica (PAS) e diastdlica (PAD), e quando no ventriculo esquerdo, as
pressdes sistolica (PSVE) e PDFVE. O plano anestésico foi avaliado pela
responsividade ao estimulo doloroso, e quando necessario, houve
suplementacado na dose utilizada. Para a cateterizacao, foi utilizado cateter de
polietiieno PE 50 (Clay-Adams), preenchido com solugdo de heparina (100
Ul/ml). Os valores de pressao foram coletados apds estabilizagao do registro, e
representam a média de 10 ciclos cardiacos consecutivos. A pressao arterial
média (PAM) foi calculada a partir do registro de pressao arterial sanguinea

pulsatil.



39

A PAS e PAD e as PSVE e PDFVE foram mensuradas através de transdutor de
pressao (TSD 104A- Biopac) conectado a um pré-amplificador (Funbec MP-
100). Os registros foram adquiridos por um sistema de aquisicao de dados (MP
30 Byopac Systems, Inc; CA), utilizando uma taxa de amostragem de 2000
amostras/ segundo, enviados a um computador e salvo para analise posterior.
A frequéncia cardiaca (FC) foi calculada a partir do registro de pressao
sanguinea pulsatii e as derivadas de (dP/dt) maxima positiva e maxima
negativa foram obtidas dos registros de ondas de pressdo intraventricular

esquerda em fungao do tempo.

3.3 PERFUSAO DO LEITO VASCULAR CAUDAL

Os estudos de reatividade vascular do leito arterial caudal foram realizados in
vitro, de acordo com a técnica padrdo em nosso laboratorio, descrita por

Franca et al. (1997).

Apo6s analise hemodinamica, os animais foram heparinizados (500 Ul, i.p).
Decorridos dez minutos do tratamento com heparina, a artéria caudal ventral foi
dissecada e canulada préxima a sua base, utilizando-se cateter (Safelet
intracate 24G X %, NIPRO) preenchido com solugdo nutridora. A cauda foi
rapidamente seccionada e colocada em uma cuba de vidro preenchida com
solugdo nutridora em banho maria (Cientec) previamente aquecido, onde era
conectada ao sistema de perfusdo. A solugao nutridora perfundida foi a de

Krebs-Henseleit, de composi¢cao, em mM: NaCl-119, KCI-5, CaCl, . 2 H,0-1.25,
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MgSO, . 7 H,0-1.2, NaH,PO4-1, NaHCO3-27,2, glicose-11 e EDTA-0.03. A
solugcdo foi mantida a temperatura constante de 36+0,5°C, gaseificada com
mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO;) com pH proximo a 7,4. Para
que nao houvesse retorno do fluxo pelo sistema venoso, a extremidade distal
da cauda foi seccionada. O fluxo foi mantido constante durante todo o
experimento (2,5 ml/min) por meio de uma bomba peristaltica (Milan, Colombo,
PR, Brasil). Para a obtengcéo de registro continuo da pressado de perfusao
média (PPM) da artéria caudal, um transdutor de pressao (RX104A, Biopac
Systems, Inc, CA), foi conectado ao pré-amplificador (TSD104A, Biopac
Systems, Inc, CA), situado entre a bomba peristaltica e a canula arterial. Este
pré-amplificador foi interligado ao sistema de aquisicdo de dados (MP 100
Biopac Systems, Inc; CA), o qual estava conectado a um computador, para

obtencgao de registros continuos dessa preparagao.

Uma vez montadas, os registros da PPM eram iniciados e as preparagdes
mantidas por um periodo de 40 minutos para estabilizacdo. Considerando que
Pressdo = Fluxo x Resisténcia, e sendo o fluxo constante, as variagbes de

pressao registradas indicaram variagdes da resisténcia vascular.

Os protocolos com esta preparagao foram realizados nos grupos CT, SHAM,

INF, sendo divididos da seguinte forma:
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3.3.1 Protocolos Experimentais

Apdbs o periodo de estabilizagao, foi realizada administracdo de FE, agonista
a-1 adrenérgico (1ug, in bolus, em um volume de 100ul), para verificar a
viabilidade vascular da preparagao. Apds confirmagao da viabilidade vascular,
€ quando o valor pressorico retornava ao nivel basal, o leito vascular caudal foi
submetido a pré-contragcdo com solugédo de Krebs-Henseleit com 0,7 uM de FE.
Alcancgado o platdé de contracdo, foi administrada uma dose acetilcolina (ACh, 5
pg/100 pl, in bolus), e em seguida, foi administrada uma dose nitroprussiato de
sodio (NPS, 0,1 ug/100 ul, in bolus). O relaxamento produzido pela ACh traduz
a viabilidade do endotélio, enquanto que o relaxamento produzido pelo NPS
reflete a integridade do MLV. O endotélio vascular foi considerado integro
quando o relaxamento produzido pela ACh era superior a 40%, enquanto que a
integridade do musculo liso foi considerada diante do relaxamento ao NPS
acima de 50%, em relagdo ao valor maximo alcangado pela pré-contragdo com

a solucéo de Krebs-Henseleit com 0,7 uM de FE.

3.3.1.1 Reatividade Vascular a Fenilefrina

Para avaliar a reatividade vascular nos grupos estudados, foi utilizado a FE.

No primeiro protocolo, as curvas dose-resposta a FE (0,001; 0,003; 0,01; 0,03;

0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 10; 30; 100; 300 ug, in bolus, em um volume de 100 ul cada
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dose) foram realizadas na presencga de endotélio, cuja integridade foi avaliada

conforme descrito no protocolo anterior.

O segundo protocolo objetivou avaliar a participagdo do endotélio na resposta
constritora mediada pela FE. Para a realizacdo deste protocolo experimental,
apos uma curva dose-reposta a FE na presenga de endotélio integro, 0 mesmo
era lesado através da administragdo de CHAPS {3-[(3-cloroamidopropil)
dimetilaménio]-I-propanosulfonato}, 10 mg, in bolus, em volume de 100 pl.
Apods 40 minutos da administracdo de CHAPS, foi realizado a verificagado da
remogao do endotélio. A lesdo endotelial foi confirmada através do relaxamento
induzido pela ACh igual ou inferior a 10%, nas preparagdes pré-contraidas com
solugcéo de Krebs-Henseleit com 0,7 uM de FE. Para descartar uma possivel
lesdao do musculo liso vascular pelo CHAPS, foi realizada a administracdo de
uma dose de NPS (10 mg/100 pl, in bolus) nas preparagdes anteriormente pré-
contraidas com solucdo de Krebs-Henseleit com 0,7 uyM de FE. Apds o
restabelecimento de valores basais de PPM, as preparacées foram novamente

submetidas a outra curva dose-resposta a FE.

Com o objetivo de avaliar uma possivel liberagdo basal de NO, o terceiro
protocolo foi realizado. Depois da confirmagdo das integridades endotelial e
MLV, as preparagdes foram pré-contraidas com solugcdo de Krebs-Henseleit
com 0,7 yM de FE durante 45 minutos e em seguida perfundidas com solugao
de Krebs-Henseleit com 0,7 uM de FE na presenga de 0,4 mM de inibidor n&o
seletivo para a sintese de NO, o N®-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME),
durante 45 minutos. A liberacido basal de NO foi estimada mediante o calculo

da razao entre a diferenca da resposta maxima de PPM obtida na presenca de
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solugédo de Krebs-Henseleit contendo FE e L-NAME e da resposta maxima de

PPM obtida na pressao da solucao Krebs-Henseleit contendo FE.

3.3.1.2 Vasodilatagdo Dependente do Endotélio

Para avaliar a vasodilatacdo dependente do endotélio, foi realizada uma curva
concentragao-resposta a acetilcolina (ACh, 0,1 nM a 1 mM). Cada
concentragao foi perfundida por periodo de quatro minutos, apds pré-contracao

em solugéo de Krebs com 65 mM de KCI.

3.3.1.3 Vasodilatagao Independente do Endotélio

Para avaliar a vasodilatagdo independente do endotélio, foi realizada uma
curva concentragao-resposta ao nitroprussiato de sédio (NPS, 1 nM a 10 mM).
Cada concentragao foi perfundida pelo periodo de 3 minutos, apds pré-

contracdo em solucao de Krebs com 65 mM de KCI.

3.4 DETERMINAGCAO DA HIPERTROFIA CARDIACA E EXTENGAO DO

INFARTO
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Durante o periodo de estabilizagao da preparacao de reatividade do leito
vascular caudal, os animais eram sacrificados tendo o coragao rapidamente
retirado e colocado em solugao salina (NaCl 0,9%). Os atrios foram removidos
dos ventriculos, e esses dissecados, separados e pesados. O septo
interventricular foi considerado parte do ventriculo esquerdo (VE). A hipertrofia
cardiaca foi avaliada utilizando pesos umidos dos ventriculos direito(VD) e VE
corrigidos pelo peso corporal (PC) do respectivo animal. Os contornos do VE e
area de infarto (Al) do corag&o foram cuidadosamente separados e delineados
sobre papel milimetrado, sendo as areas medidas por contagem de pontos,
para obtencdo da area correspondente em mm? (Mill et. al, 1990). O resultado
da medida do infarto é descrito aqui como a area percentual infartada do VE

em relacao a area total do VE.

3.5 DETERMINACAO DA INSUFICIENCIA CARDIACA

Apos sete dias da inducdo do IM, os animais foram separados em dois
subgrupos: aqueles que apresentavam os sinais de insuficiéncia cardiaca (INF-
IC) e aqueles que nao apresentavam os sinais de insuficiéncia cardiaca (INF).
Essa separacdo foi realizada utilizando o limite superior do intervalo de
confianga de 95% da média da PDFVE dos animais infartados. Os animais que

ultrapassavam o ponto de corte foram considerados como tendo a IC (INF-IC),
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Os animais abaixo deste limite foram considerados infartados com a funcéao

preservada (INF)

3.6 EXPRESSAO DOS DADOS

Os resultados foram expressos com média + erro padrao da média (EPM).

As respostas vasopressoras induzidas pela FE foram expressas como APPM,
subtraindo-se o pico da resposta pressora pela pressao de perfusao basal. As
respostas de relaxamento induzido pela ACh e pelo NPS foram expressas
como a percentagem de contragéo residual ao cloreto de potassio (65 mM). O

platé da pré-contracao foi considerado como 100% de contragao.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para cada curva dose-resposta, a dose do agonista que produziu metade
(EC50) da resposta maxima obtida (Rmax) foi estimada usando analise de
regressao ndo-linear. Analise de correlagdo de Pearson foram utilizadas para
verificar associagbes entre duas variaveis. O intervalo de confianga 95% foi
utilizado para obter o ponto de corte entre os animais que desenvolveram ou
nao IC. Teste t de Student foi utilizado para comparar as Al entre os grupos INF

e INF-IC. Analise de variancia (ANOVA) uma via foi utilizada para comparagéao
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de mais de dois grupos e quando positiva, o teste de Fischer foi utilizado para
identificar as diferengas. A curva da caracteristica operativa do receptor (ROC)
(do inglés “receiver operating characteristic’) foi utilizada para obter a
sensibilidade e especificidade da variavel em predizer determinado evento. O P
<0,05 foi considerado estatisticamente significante. As analises estatisticas
foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism (Graph Pad, Inc.,

San Diego, CA).

3.8 REAGENTES E FARMACOS

Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

Acido etilenodiamino tetracético (EDTA) (Sigma)

Alcoo 70° (Protus)

Bicarbonato de sodio (Merck)

CHAPS {3-[(3-cloroamidopropil) dimetilaménio]-I-propanosulfonato} (Sigma)
Cloreto de calcio, diidratado (Merck)

Cloreto de potassio (Merck)

Cloreto de sédio (Merck)

Cloreto de tetrazélio (Merck)



Cloridrato de Quetamina (Bayer)

Cloridrato de Xilazina (Vivac)

Fosfato de sédio (Merck)

Glicose (Reagem)

Heparina sodica (Roche)

L — Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)
NC-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) (Sigma)
Nitroprussiato de sodio, diidrato (Sigma)

Sulfato de magnésio heptahidratado (Merck)

Uretana (Sigma)

47



48

4 RESULTADOS

4.1 PARAMETROS PONDERAIS E EXTENSAO DO INFARTO

4.1.1 Analise Global dos Grupos

A Tabela 1 sumariza os parametros ponderais obtidos sete dias apds o inicio
do estudo. Todos os parametros avaliados foram similares entre os grupos CT
e SHAM (Tabela 1). Porém, alteragdes significativas foram encontradas no
grupo INF quando comparado aos demais grupos, como por exemplo, redugao
do peso corporal (PC), aumento da razao entre o peso do pulmao (PP)/PC e

entre o peso do ventriculo direito (VD)/PC (Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros ponderais mensurados sete dias apds o inicio dos

experimentos.

CT (n=6) SHAM(n=7) INF (n=45)
PC inicial (g) 218+4,5 22515 5 228+1,6
PC final (g) 232+4.8 2334,8 222422
Variagio de PC (g) 14,542,73 8,14+2,24 -6,73+2,62* #
PP (g) 1,28+0,08 1,29+0,05 1,9420,10* #
PP/PC (mglg) 5,6+0,34 5,6+0,24 8,85+0,52* #
VE (g) 0,473£0,009 0,472+0,01 0,473+0,010
VE/PC (mglg) 2,09£0,05 2,06£0,05 2,04+0,073
VD (g) 0,117+0,006 0,130%0,01 0,164+0,005* #
VDIPC (mglg) 0,52+0,03 0,57+0,04 0,71£0,03* #
Al (%) .- -- 36,6+1,1

PC, peso corporal; PP, peso do pulmao; VE, ventriculo esquerdo; VD, ventriculo direito, Al,

area do infarto.

* P<0,05 vs CONT; # P<0,05 vs SHAM
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As medidas hemodindmicas obtidas através do cateterismo cardiaco estédo
apresentadas na Tabela 2. Sete dias apds o inicio dos experimentos, o grupo
INF apresentou um aumento bastante significativo da PDFVE em relagao aos
demais grupos (Tabela 2). Além disso, a PSVE, e a dP/dt + e dP/dt - foram

reduzidas pelo IM (Tabela 2).

Tabela 2. Pardmetros hemodindmicos mensurados sete dias apds o inicio dos

experimentos.

CT (n=6) SHAM (n=7) INF (n=45)
FC (BPM) 35019 39713 3538
PAS (mmHg) 98,8459 108,2+5,6 94,3+1,5#
PAD (mmHg) 63,5¢5,6 73,115,8 68,311,9
PAM (mmHg) 80,1+5,8 88,1£5,9 81,741,7
PSVE (mmHg) 108,4+7,1 111245 100,8+2,1#
PDFVE (mmHg) 2,4+0,7 20,3 7,82+1%#
dP/dt+ (nmHg/s) 5856+486 72474910 4572+275#
dP/dt- (mmHg/s) -5343+590 -5716+710 -4368+182#

FC, frequéncia cardiaca; PAS, pressao arterial sistolica; PAD, presséo arterial diastélica; PAM,
pressdo arterial média; PSVE, pressdo sistolica de ventriculo esquerdo; PDFVE, presséo
diastdlica final de ventriculo esquerdo; dP/dt +, derivada de presséo sobre derivada de tempo
maxima positiva; dP/dt -, derivada de pressao sobre derivada de tempo maxima negativa.

* P<0,05 vs CONT; # P<0,05 vs SHAM
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Para examinar a associacdo entre a Al ou PDFVE com os parametros
ponderais, analises de correlacéo linear foram realizadas e apresentadas na
Figura 1. Observa-se que a variagdo do PC foi a variavel que melhor se
associou tanto com a Al quanto com a PDFVE (Figura 1A e 1B). Além disso, a
razao PP/PC também se associou de forma significativa com essas duas
variaveis (Figura 1C e 1D). Ao contrario, a razdo VE/PC n&o se associou de

forma significativa com a Al ou com a PDFVE (Figura 1G e 1H).
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Figura 1. Analise de correlagao de Pearson entre parametros ponderais e a Al (A,
C, E e G) ou a PDFVE (B, D, F, H). r: coeficiente de correlagao de Pearson; n: 33-
45,
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A andlise de correlagéo linear entre a PDFVE e a Al mostrou associagao
significativa, porém, fraca entre essas duas variaveis (r=0,389, r?=0,151;
P=0,013) (Figura 2). Essa correlacdo pode ter sido fraca devido ao grande
numero de animais que ultrapassam o intervalo de confianca de 95% (4,4 — 9,2
mmHg) como evidenciado na Figura 2. Isso demonstra que outros fatores além

da Al podem alterar a PDFVE.

PDFVE (mmHg)
[a—y
n
1

20 30 40 50 60 70
Area do Infarto (%)

Figura 2. Analise de correlagao linear entre a PDFVE e a Al. O coeficiente de
correlagdo de Pearson foi r= 0,389 (P=0,013), e o coeficiente de determinagao foi r’=
0,151. A linha continua indica a reta de regresséao, e as linhas descontinuas indicam

os limites inferior e superior do intervalo de confianga 95%.(n=40).
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4.1.2 Analise com Subdivisdao no Grupo Infartado

Diante da grande dispersdo da PDFVE dentro de uma faixa de extens&o do
infarto, foi realizada uma subdivisdo no grupo INF. Utilizando a PDFVE como
variavel padrao para determinacdo da IC, animais que ultrapassavam o limite
superior do intervalo de confianca 95% desta variavel (média: 7,82 mmHg,
intervalo de confianga 95%: 4,4 — 9,2 mmHg) foram considerados como tendo
IC (Figura 3). Assim, reavaliamos os resultados utilizando agora as subdivisdes
apos o INF, considerando como tendo IC aqueles animais que apresentassem
valores de PDFVE maiores que 9,2 mmHg. Os animais que estivessem abaixo

deste limite, eram considerados infartados mas sem apresentar IC.

30,00
0
2500
5 2000 o
E
E  1500- O
[11]
c / g /
o 1000~ /. S /. Q LA
Média
g
500 . __ ... g _____________
0,00

Grupo INF

Figura 3. Grafico de dispersao da PDFVE no grupo INF. A linha continua representa a
média e as linhas descontinuas delimitam o intervalo de confianga de 95% (4,4 — 9,2).

A area hachurada indica os animais caracterizados como tendo IC.
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Na Tabela 3 estdo apresentados os parametros ponderais relativos a avaliagao
realizada sete dias apds o inicio dos experimentos, subdividindo os animais
INF que apresentam ou nao IC. Os valores para os grupos CT e SHAM foram
repetidos da Tabela 1. A variacdo do PC foi significativamente diferente no
grupo INF-IC comparado aos demais grupos mostrando redugdo importante
neste parametro. De forma semelhante, a razdo PP/PC foi aumentada no grupo
INF-IC comparado ao grupo CT e SHAM, com grande tendéncia ao aumento

em relagao ao grupo INF (P= 0,08).

Quando avaliada separadamente, a Al nao foi diferente entre os grupos INF
que possuiam ou n&o sinais de IC (INF=35,78+1,16, INF-IC=38,78+2,35;

P=0,27).
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Tabela 3. Parametros ponderais mensurados com a redistribuicdo do grupo

INF sete dias apds o inicio dos experimentos.

CT (n=6)

SHAM (n=7) INF (n=31)  INF-IC (n=14)

PC inicial (g)

PC final (g)

Variagao de PC (g)

PP(g)

PP/PC (mg/g)

VE (9)

VE/PC (mglg)

VD (g)

VD/PC (mg/g)

Al (%)

217,6+4,48

232,1+4,8

14,5+2,73

1,28+0,15

5,56+0,64

0,490+0,007

2,110,052

0,104+0,006

0,45+0,03

224,7+5,55 227,3+1,75 235,4+2,33*

232,8+4,8 223,2+2,73 212,1+1,29

8,14+2,24 -4,06+£2,65*#  -23,314,96*#f

1,29+0,04 1,85+0,12# 2,17+0,18*#

5,5+0,22 8,44+0,62# 9,90+0,91*#

0,483+0,014  0,476%0,01 0,465+0,01

2,080,077 2,07+0,08 1,95+0,16

0,131+0,014 0,155+0,006* 0,187+0,008*#t

0,57+0,06 0,68+0,04 0,78+0,06*

35,78+1,2 38,78+2,3

PC, peso corporal; PP, peso do pulmao; VE, ventriculo esquerdo; VD, ventriculo direito, Al,

area do infarto.

* P<0,05 vs CONT; # P<0,05 vs SHAM; T P<0,05 vs INF
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Com a divisdo do grupo INF, foi observado que o grupo que desenvolveu IC
(INF-IC) apresentou reducéao significativa da PSVE e da dP/dt + e dP/dt -. A

PDFVE foi significativamente aumentada neste grupo (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros hemodinémicos apo6s divisao do grupo INF

CT(n=6) SHAM (n=7)  INF (n=31) _ INF-IC (n=14)

FC (BPM) 35019 39713 338+9,9# 37310
PAS (mmHg) 98,8+5,9 108,2+5,6 93,5+1,8# 96,2+2,9#
PAD (mmHg) 63,5¢5,6 73,1£5,8 66,7+2,2 71,743,8
PAM (mmHg) 80,15,8 88,15,9 79,8+2 8623
PSVE (mmHg) 108,4+7,1 111£4,5 99,3+2,5%# 103,2+3,8*
PDFVE (mmHg) 2,4+0,7 20,3 4,4+0,3 15,31, 14+

dP/dt+ (mmHg/s) 5856+486 7247+910 4598+230# 3656+690*#

dP/dt- (mmHg/s) -5343+590 -5716+710 -4697+153 -3577+308*#t

FC, frequéncia cardiaca; PAS, pressao arterial sistélica; PAD, pressao arterial diastolica; PAM, pressao
arterial média; PSVE, pressao sistolica de ventriculo esquerdo; PDFVE, pressao diastdlica final de
ventriculo esquerdo; dP/dt +, derivada de pressdo sobre derivada de tempo maxima positiva; dP/dt -,
derivada de pressao sobre derivada de tempo maxima negativa.

* P<0,05 vs CONT,; # P<0,05 vs SHAM; T P<0,05 vs INF
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Utilizando a curva ROC para determinar a sensibilidade e a especificidade da
variagao do PC em determinar a IC em ratas sete dias apos IM, observamos
que o ponto de corte 9,2 mmHg de PDFVE tem 100% de sensibilidade e 83,8%

de especificidade para detecgao da IC (Figura 4).
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Figura 4. Curva ROC expressando os resultados de sensibilidade e especificidade em
funcao do ponto de corte escolhido para determinacéo da IC em ratas sete dias apds o
IM.
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4.2 REATIVIDADE VASCULAR DO LEITO ARTERIAL CAUDAL

4.4.1 Resposta Vasoconstrictora a Fenilefrina

Os dados referentes a EC50 e ao Rmax estdo sumarizados na Tabela 5. A FE
aumentou de maneira dose - dependente a APPM nos quatro grupos
estudados (CT, SHAM, INF INF-IC), como apresentado na Figura 5 e na
Tabela 5.

O grupo INF-IC teve sua resposta maxima reduzida quando comparado aos
demais grupos. Além disso, o grupo INF-IC apresentou aumento na EC50

quando comparado ao grupo INF, mas semelhante aos grupos CT e SHAM.
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Figura 5. Curva dose - resposta a FE em leito arterial caudal de ratas sete dias apds o
inicio dos experimentos. APPM em relagdo a doses crescentes de FE nos grupos CT
(n=9), SHAM (n= 9), INF (n=10) e INF-IC (n=10). * P<0,05 vs CONT; # P<0,05 vs
SHAM; 1 P<0,05 vs INF.
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Tabela 5. Rmax e - Log EC50 obtidos de curvas dose-resposta a FE em leito
arterial caudal de ratas sete dias ap6s o inicio dos experimentos.

Grupo Rmax - Log EC50
CT (n=9) 423,2+25,4 1,6+0,50
SHAM (n=9) 403,6+28,3 1,7+0,07
INF (n=10) 425,5+£30,4 1,9+0,11
INF-IC (n=10) 330,4+13,4*#1 2,0+0,16*

* P<0,05 vs CONT; # P<0,05 vs SHAM; T P<0,05 vs INF
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Na Figura 6 estdo representadas as curvas dose-resposta a FE antes (linhas
continuas) e apo6s (linhas descontinuas) a remog¢ao do endotélio vascular nos
quatro grupos estudados. A comparagao entre elas foi realizada através do
valor percentual da diferenca entre as areas abaixo das curvas na presenga e
na auséncia do endotélio vascular nos grupos estudados (Figura 6 E). A AUC
no grupo INF-IC foi similar ao grupo INF, diferindo de forma significativa dos
grupos CT e SHAM (CT: 68,4 £ 2,4; SHAM: 67,1 £4,5; INF: 48,4 £ 5,3; IC: 44,5
+ 7,5; P<0,05) (Figura 6 E).
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Figura 6. Curvas dose - resposta a FE antes e apds remocgao endotelial em leito

arterial caudal de ratas sete dias apds o inicio dos experimentos. APPM a doses
crescentes de FE em ratos CT (A, n=9), SHAM (B, n= 6), INF (C, n=8) e INF-IC (D,

n=7) nas condicbes com endotélio (E+) e apés 40 min a remocgao endotelial (E-),

induzida por CHAPS. Figura E indica a diferenca percentual das areas abaixo das
curvas nos grupos CT (n=9), SHAM (n=6), INF (n=8) e INF-IC (n=7). * P<0,05 vs

CONT; # P<0,05 vs SHAM; 1 P<0,05 vs INF.
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A Figura 7 representa o incremento na liberagcédo basal de NO. O grupo INF-IC
apresentou uma maior liberagao basal de NO que os demais grupos CT (7,40
1,36), SHAM (7,23 £ 0,80), INF (3,77 £ 0,70) e INF-IC (13,35 + 2,31).

*H#t

_|

Liberagao basal de NO
(x incremento)

INF-IC

Figura 7. Liberacdo basal de NO em leito arterial caudal de ratas sete dias apds o
inicio dos experimentos nos grupos CT (n=5), SHAM (n= 6), INF (n=8) e INF-IC (n=6).
* P<0,05 vs CONT,; # P<0,05 vs SHAM; 1 P<0,05 vs INF.
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4.2.2 Resposta Vasodilatadora Dependente do Endotélio Vascular

Os dados referentes a EC50 e ao Rmax estdo sumarizados na Tabela 6. A
ACh reduziu, de maneira concentragao - dependente, a contragédo induzida por
KCI (65 mM) nos quatro grupos estudados, como ilustrado na Figura 8. A
resposta vasodilatadora maxima a ACh apresentou-se significativamente
reduzida nos grupos SHAM e INF quando comparadas aos grupos CT e INF-IC
(Tabela 6).
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Figura 8. Curva concentragao - resposta a ACh em leito arterial caudal de ratas sete
dias apds o inicio dos experimentos. APPM a concentragdes crescentes de ACh nos
grupos CT (n= 6), SHAM (n= 6), INF (n=5) e INF-IC (n=5). * P<0,05 vs CONT; #
P<0,05 vs SHAM; 1 P<0,05 vs INF
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Tabela 6. Rmax e -Log EC50 obtidos de curvas concentragéo-resposta a ACh
em leito arterial caudal de ratas sete dias apds o inicio dos experimentos.

Grupo NPS Rmax -Log EC50
CT (n=6) 69,1+4,0 8,1+0,12

SHAM (n= 6) 50,0+2,8* 8,31+0,18
INF (n=5) 48,412, 7* 7.910,27

INF-IC (n=5) 66,9+3,4#1 8,110,20

* P<0,05 vs CONT; # P<0,05 vs SHAM; T P<0,05 vs INF
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4.2.3 Resposta Vasodilatadora Independente do Endotélio Vascular

Os dados referentes a EC50 e ao Rmax estdo sumarizados na Tabela 7. O
NPS reduziu igualmente, de maneira concentragdo - dependente, a contragao
induzida por KCI (65 mM) nos quatro grupos estudados sem diferencas

estatisticamente significantes, como ilustrado na Figura 9.
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Figura 9. Curva concentragao - resposta ao NPS em leito arterial caudal de ratas sete
dias apos o inicio dos experimentos. APPM a concentragdes crescentes de NPS nos
grupos CT (n= 6), SHAM (n= 6), INF (n=5) e INF-IC (n=5), sete dias apds o inicio dos

experimentos.
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Tabela 7. Rmax e -Log EC50 obtidos de curvas concentracido-resposta ao NPS
em leito arterial caudal de ratos sete dias apds o inicio dos experimentos.

Grupo NPS Rmax -Log EC50
CT (n=6) 82,6+2,6 5,310,22

SHAM (n=6) 79,6125 5,410,22
INF (n=5) 77,613,3 5,0+0,05

INF-IC (n=5) 75,241,6 5,2+0,05
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Y

Para testar a associagao entre diferentes variaveis em relagdo a resposta
vascular a FE, realizamos o teste de correlagdo de Pearson. A Rmax a FE
apresentou uma associacdo negativa significativa tanto com a PDFVE (Figura

10A) quanto com a Al (Figura 10B).
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Figura 10. Analise de correlagdo de Pearson entre a PDFVE (A) e a Al (B) com a
Rmax a FE. A linha vertical tracejada indica a divisdo em animais que desenvolveram

ou ndo alC.
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5 DISCUSSAO

5.1 ASPECTOS GERAIS

As doencas cardiovasculares, que tem o IM como principal representante, sao
responsaveis pelo aumento dos indices de morbidade e mortalidade que
acometem uma parcela representativa da populacdo mundial. Nesse contexto
preocupante, diversos estudos clinicos e experimentais tém sido realizados
para tentar reduzir os altos indices de mortalidade nos pacientes acometidos
pelo IM e para fornecer melhores opg¢des terapéuticas para esses pacientes.
Com os experimentos realizados por John's & Olson (1954) foi possivel
reproduzir o IM em animais de pequeno porte através da ligadura da artéria
coronaria descendente anterior esquerda, e assim mimetizar o
desenvolvimento da IC. Com isso, os ratos passaram a ser 0s animais mais
utilizados para estudar o IM e o desenvolvimento da IC. De forma comparativa,
as alteracdes ocorridas durante o processo de remodelamento cardiaco
humano, sao similares aos que ocorrem nesse modelo experimental (Kohno et
al., 2009).

Ja é bem estabelecido na literatura a importdncia da Al sobre o
desenvolvimento da IC. Pereira et al. (2005) observaram que trinta dias apés o
IM, alguns animais apresentavam sinais de IC e outros ndo, mesmo com Al
semelhantes. Alteragdes ponderais, hemodindmicas e de reatividade vascular
no leito caudal foram diferentes em cada subgrupo estudado. Trabalhos

posteriores em nosso laboratério sustentam a subdivisdo do grupo que foi
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submetido ao IM ao mostrar que, além das alteragdbes ponderais e
hemodindmicas, existem alteragcbes funcionais na contratilidade miocardica
(Fernandes, 2006) e da camara cardiaca (Moura, 2007), oito semanas apos o
M.

Aréas (2009) avaliou as alteragdes cardiacas sete dias apos o IM e observaram
que, ja existiam subgrupos funcionalmente diferentes, além de alteracdes
ponderais e hemodindmicas similares aquelas encontradas na descricao
original feita por Pereira et al (2005).

Baseado nisso, objetivamos avaliar com esse estudo se as alteragBes
vasculares detectadas na fase crbnica ja estariam presentes aos sete dias
apos o infarto em ratas, visto que alteragdes cardiacas ja foram observadas em
ratos (Aréas 2009). Inicialmente, fez-se necessario instituir uma padronizagao
para estabelecer através da variavel PDFVE, a caracterizagao da IC, ja que
estudos a consideram como referéncia para a determinacgao da IC Pfeffer et al.,
1979; Anversa et al., 1985; Pfeffer et al., 1985). Apds isso, analises de
reatividade vascular no leito arterial caudal foram realizadas, para avaliagao

dos animais com e sem sinais de IC.
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5.2 CARACTERIZAGCAO FUNCIONAL DO MODELO UTILIZADO

Os resultados apresentados foram realizados sete dias apds o inicio do estudo,
para avaliacdo dos parédmetros ponderais e hemodindmicos de ratas CT,
SHAM e INF.

Nossos resultados mostram que o IM gerou alteragdes bastante significativas
nos parametros ponderais avaliados. Foi observada reducdo do PC, aumento
da razéo pulmao/PC e VD/PC no grupo infartado. Esses dados estao de acordo
aos observados por Ono et al. (1998) sete dias apés o IM em ratos,
evidenciando redugdo do PC final e aumento da razdo VD/PC no grupo
infartado. Além disso, em avaliacao realizada em diferentes periodos apds o
infarto houve redugdo do PC final (Ono et al., 1998; Sartério et a., 2005),
hipertrofia de VD (Pfeffer et al., 1979; Mill et al.,, 2003; Bianchi et al., 2006;
Resende et al., 2006; Giuberti et al., 2007) e aumento da razao PP/PC (Jasmin
et al., 2003; Bianchi et al., 2006; Giuberti et al., 2007) em ratos. Essas
alteracdes decorrem do processo de remodelamento ventricular que acomete o
miocardio apds a injuria isquémica. Porém, Csanyi et al. (2006) nao
observaram alteragdes significativas na razédo VD/PC em fémeas e em machos
sete dias apods o infarto (Csanyi et al. 2006). Isso pode ser explicado por um
numero reduzido de animais utilizados nesse trabalho, o que pode dificultar a
deteccao de diferencgas significativas. Em contraste, a razdo VE/PC se manteve
semelhante entre os grupos avaliados no presente trabalho. Isso pode ser
devido a perda de tecido miocardico presente nas ratas infartadas

contrabalanceado pela hipertrofia do miocardio remanescente, como
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previamente descrito (Mill et al., 1990; Stefanon et al. 1994; Mill et al., 2003;
Bianchi et al., 2006; Resende et al., 2006; Giuberti et al., 2007).

Em relacdo aos parametros hemodindmicos, alteragcdes importantes foram
encontradas no grupo submetido ao IM. Assim, apesar da semelhanga nos
valores de PAD, o grupo infartado apresentou reducdo significativa da PAS.
Além disso, A PSVE e a dP/dt+ e dP/dt- foram reduzidas pelo IM. Esses
eventos ja estdo amplamente estabelecidos na literatura como sendo
decorrentes de perda de massa contrati e disfungdo do miocardio
remanescente (Pfeffer et al., 1979; Pfeffer et al., 1985; Anversa et al., 1984; Mill
et al., 2003; Bianchi et al., 2006; Giuberti et al., 2007; Sartério et al., 2007).

A PDFVE aumentou no grupo INF. Esse aumento da pressdo de enchimento
ventricular, extensamente observado na literatura (Pfeffer et al., 1979; Pfeffer et
al., 1985; Mill et al., 2003; Bianchi et al., 2006; Resende et al., 2006; Giuberti et
al., 2007; Stefanon et al., 2009), determina as alteragdes observadas nos
parametros ponderais, como a hipertrofia do VD e congestédo pulmonar (Pfeffer
et al., 1979; Pfeffer et al., 1985). Assim, o aumento na PDFVE observado,
indiretamente indica o acumulo de sangue na cadmara cardiaca que de forma
retrograda atinge o pulmao, resultando em um processo de remodelamento
pulmonar. Este fato impde ao VD a necessidade de aumentar a forga contratil
para manter o débito sanguineo pulmonar adequados=desencadeando entdo a
hipertrofia ventricular direita (Jasmin et al., 2003; Jasmin et al., 2004).

Essa relacdo descrita anteriormente pode ser evidenciada nos nossos
resultados através das correlagbes significativas obtidas entre as razbées do
peso do pulméo/PC e VD/PC com a PDFVE, similar as descrigbes feitas

anteriormente (Pfeffer et al., 1979; Pfeffer et al., 1985). De forma interessante,
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a variagdo do PC durante os sete dias foi a variavel que melhor se
correlacionou com a PDFVE, sendo mais acentuada a perda de peso quando
maior for a PDFVE. Essas associa¢gdes também foram observadas quando os
parametros ponderais foram relacionados com a Al, exceto em relacdo a
hipertrofia de VD. Isso mostra que essas duas variaveis, a PDFVE e a Al, se
associam as alteragdes nos parametros ponderais, sendo de forma conjunta ou
independentes.

De acordo com Pfeffer et al. (1979), existe associagéo positiva entre a Al e a
PDFVE, mostrando que incrementos na Al determinam aumento da PDFVE.
Nossos resultados corroboram com essa idéia mostrando que essa correlagao
€ significativa, porém, com baixo grau de determinagdo (aproximadamente
15%) Isso pelo fato de existir uma grande variagcdo da PDFVE em relagao a Al.
Segundo Pereira et al. (2005), animais com a mesma Al podem ou nao
desenvolver IC trinta dias apds o IM. Aréas (2009), descreveu que isso ocorre
ja com sete dias apos o IM. Nossos dados mostram que apenas 15 % das
variagcdes da PDFVE sao determinadas por variagdes na Al. Baseado nisso, os
animais infartados foram divididos em dois grupos: aqueles que desenvolveram
IC e aqueles que nao desenvolveram. Alguns autores caracterizam a IC
através do uso de dois desvios padrao acima da média do grupo SHAM
(Anversa et al., 1985). Apesar de julgar coerente o uso de dois desvios padrao
para caracterizar a IC, acreditamos que quando utilizamos os valores de
animais nao infartados (SHAM), esse valor ficaria subestimado. Ao contrario, o
uso de dois desvios padrdo em relagdo a média do grupo INF, o valor ficaria
superestimado devido a enorme variagdo existente na PDFVE em animais

infartados (ponto de corte acima de 19 mmHg para caracterizagdo dos nossos
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animais). Entdo, a subdivisdo foi realizada utilizando o limite superior do
intervalo de confianca de 95% em relacdo a média da PDFVE nos animais
infartados como ponto de corte para a caracterizacdo da IC nesses animais.
Desta forma, reavaliamos os dados levando em consideragao essa subdivisao
no grupo infartado. Surpreendentemente, com a subdivisdo, a Al foi similar nos
dois grupos mesmo diante de diferencas na PDFVE entre os grupos,
semelhante aos resultados encontrados por Pereira et al. (2005), Fernandes
(2006), Moura (2007), Aréas (2009). A variacdo do PC foi maior no grupo que
desenvolveu IC, assim como a razdo VD/PC e pulmao/PC. Isso corrobora
ainda mais com a idéia que as variagbes da PDFVE sugerem o
desenvolvimento da hipertrofia do VD e da congestdo pulmonar como proposto
(Jasmin et al., 2003; Jasmin et al., 2004). Com o objetivo de identificar animais
com IC através de variaveis de facil aquisicdo e sem que necessitasse
sacrificar o animal, a variagdo do PC apresentou alta sensibilidade e
especificidade para detecgdo da IC de acordo com o ponto de corte pré-
estabelecido para a PDFVE. Esse achado é de extrema importancia para o
desenvolvimento dos préoximos estudos no laboratério, visto ser facilimente
adquirida e permitir subdividir os grupos ainda em vida.

Resultados como a reducao na PAS e na PSVE, e nas dP/dt + e dP/dt - foram
observados no grupo IC. Esses resultados acordam com o encontrado na
literatura, em que ratos com IC apds sete dias do IM apresentam aumento na
PDFVE, seguido de redugao das dP/dt+ e dP/dt- do VE (Jasmin et al., 2004;
Fracarollo et al. 2008, Kashina et al. 2008).

Essas diferengas encontradas no presente estudo confirmam os dados

descritos por Aréas (2009), mostrando que sete dias apods o IM ja é possivel
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segmentar subgrupos funcionalmente diferentes mas que apresentam a
mesma Al. Além disso, confirma a descri¢do para a fase cronica do infarto feita
por Pereira et al. (2005). Isso refor¢a a idéia de que a IC pode ser determinada
por fatores que sejam independentes de alteracbes na Al e que nao tenham
interferéncia direta nessa variavel. Além disso, esses fatores tém relagao direta
com a fase aguda do IM, ja que a IC pode ser detectada precocemente aos
sete dias.

Alguns fatores podem auxiliar na explicagéo para esses efeitos. Um importante
mecanismo de desenvolvimento precoce da IC é a reagao inflamatéria. Como
foi exposto anteriormente, animais infartados com superexpressao de TNF-a ou
IL-6 apresentam maiores efeitos deletérios do processo de remodelamento
ventricular (Ono et al., 1998; Deten et al., 2002; Frangogianis et al., 2005;
Frantz et al., 2009). Niveis elevados de TNF-a estdo relacionados com a
hipertrofia cardiaca (Yokoyama et al., 1997), dilatagao (Kubota et al., 1997;
Bryant et al., 1998) e fibrose intersticial (Sivasubramanian et al., 2001). Além
disso, tem sido descrito que a apoptose na area remanescente ao infarto
determina a progressdo para a IC em animais e humanos induzindo dilatagao

ventricular (Narula et al., 1996; Olivetti et al., 1997; Palojoki et al., 2001).
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5.3 AVALIACAO DA FUNCAO VASCULAR NO LEITO ARTERIAL CAUDAL

Apds evidenciar diferencas importantes em relagdo a fungdo cardiaca e
parametros ponderais entre animais que desenvolveram IC e os que néo
desenvolveram, nés avaliamos se alteragcdes na fungdo vascular ja estariam
presentes nestes animais. Para avaliar a fungdo vascular apos subdivisdo dos
animais INF, inicialmente descrito neste trabalho, foram realizados protocolos
experimentais de reatividade vascular no leito arterial caudal de ratas Wistar,
sete dias apods a inducao do IM.

Na curva dose-resposta a FE, os animais que desenvolveram IC apresentaram
reatividade vascular expressivamente reduzida quando comparados aos
demais grupos. Estes resultados também foram demonstrados previamente
onde os animais classificados como tendo IC, trinta dias apds o infarto,
obtiveram uma redugado na reatividade vascular a FE quando comparado ao
grupo SHAM, em leito caudal de ratos (Pereira et al., 2005). Isto mostra que
apesar do processo de remodelamento cardiaco n&o estar completo aos sete
dias, ja existe altera¢des vasculares semelhantes as descritas na fase crénica
do IM. Este fato sugere que as alteragbes vasculares no grupo com IC estéo,
pelo menos em parte vinculadas a funcido cardiaca e ndo as alteragdes de
remodelamento cardiaco propriamente dito. Isso péde ser confirmado através
da andlise de correlagado entre a Rmax a FE e a PDFVE, mostrando forte
correlagdo negativa entre essas duas variaveis. O aumento da liberagéo basal
de NO observado no grupo com IC, pode justificar essa menor reatividade

vascular a FE que ndo ocorreu nos outros grupos estudados.
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Por outro lado, neste mesmo trabalho realizado por Pereira et al. (2005), foi
observado aumento na reatividade vascular a FE no grupo que nao
desenvolveu IC, porém esta situacdo nao foi observado sete dias apds o IM,
realizado no presente estudo. Uma possivel explicagao para este fato é que as
alteracdes do remodelamento ainda n&do foram completadas aos sete dias apés
o IM, sugerindo que as alteracbes no grupo INF, com funcdo cardiaca
preservada, seja em parte dependentes do processo de remodelamento
ventricular. Como foi descrito anteriormente, a PDFVE no grupo INF foi similar
aos grupos nao infartados. Além disso, a Al se correlacionou com a Rmax a
FE, o que pode determinar alteragbes da fungdo endotelial ao longo do
processo de remodelamento cardiaco, independente do aumento na PDFVE.
Trabalhos relatam aumento na resposta vasoconstrictora a FE apos IM em leito
arterial caudal de ratos trés dias apos o IM (Sartério et al., 2003), em anéis
isolados de aorta (Teerlink et al., 1994) de ratos sete dias apds indugao do IM,
porém nenhum deles foi realizado com a subdiviséo funcional dos grupos.

Em modelo experimental de IM, a fungdo endotelial também pode ser avaliada
através da resposta vasodilatadora dependente do endotélio vascular, induzida
por ACh e através da resposta vasodilatadora independendo do endotélio
vascular induzida pelo NPS. Em nossos resultados, nenhum grupo apresentou
alteracbes na vasodilatacdo ao NPS. Isso mostra que na presenca do doador
direto de NO, o musculo liso vascular apresentou a mesma capacidade de
relaxamento nos quatro grupos estudados, sugerindo integridade funcional do
musculo liso vascular. Porém, na resposta vasodilatadora dependente do
endotélio vascular, o relaxamento observado no grupo infartado com fungao

normal foi semelhante ao grupo SHAM, mas significativamente reduzido
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quando comparado aos grupos CT e INF-IC. Estes dados corroboram com
estudos prévios em que a resposta vasodilatadora a ACh foi reduzida no
terceiro e trigésimo dia apés infarto em artéria caudal de ratos (Sartério 2003;
Pereira 2005) e em anéis de aorta de ratos (Schaffer et al., 2004; Sartério et al.,
2007). E importante ressaltar que os trabalhos anteriores que estudaram a
reatividade vascular em animais apos o IM ndo subdividiram os animais pela
fungcdo cardiaca. Como ja foi apresentado anteriormente neste trabalho,
existem diferengcas importantes entre esses dois grupos e que, quando
analisados em conjunto, podem gerar conclusdes equivocadas.

O prejuizo do relaxamento induzido por ACh presente no grupo SHAM e
ausente no grupo CT sete dias apds a indugédo do IM pode ser explicado pela
influéncia do processo inflamatério induzido pelo procedimento cirdrgico e
invasivo, sem ter relagdo com a perda de tecido miocardico, ja que no grupo
SHAM néao ha ocluséo da artéria coronaria. Por outro lado, o grupo com IC nao
apresentou este prejuizo mesmo tendo sido exposto as mesmas condig¢des,
mostrando que este grupo tem resposta aumentada a ACh. Corroborando com
isso, o grupo que desenvolveu IC apresentou aumento significativo da
liberagdo basal do NO quando comparado aos demais grupos, superando 0s
niveis liberados pelo grupo CT. Essa resposta foi observada por Pereira et al.
(2005) encontrando uma maior produgao de NO nos animais insuficientes trinta
dias apds inducao do IM.

Ainda, o aumento da liberagdo basal de NO pelo grupo insuficiente pode
justificar o relaxamento dependente do endotélio nesse grupo semelhante ao

grupo CT, ou seja, esse aumento na resposta vasodilatadora pode ser devido a
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maior producdo ou biodisponibilidade de NO presente nesses animais, o que
reflete na menor reatividade vascular a FE apresentada pelo grupo INF-IC.
Com a avaliagdo da modulagdo endotelial, apdés a retirada do endotélio
vascular, foi observada similaridade entre os grupos SHAM e CT, porém os
grupos INF e INF-IC apresentaram reducdo semelhante da modulagdo
endotelial. Estes dados indicam um prejuizo no endotélio vascular dos animais
INF, ja que ap0s a sua retirada a dependéncia do mesmo mostrou-se reduzida.
Em relagao ao grupo INF-IC apés a retirada do endotélio, a resposta foi similar
ao grupo INF, evidenciando a importante participagdo do endotélio na resposta
constritora reduzida neste grupo.

Como um dos principais objetivos desse estudo foi caracterizar o animal com
IC precocemente, é possivel que parte da discrepancia entre os resultados do
presente estudo e os disponiveis na literatura sejam devido a ndo subdivisao
em animais com e sem IC. Além disso, como ha grande variagdo no leito
vascular estudado, tempo apds o procedimento cirurgico e a espécie dos
animais de experimentacdo, é plausivel encontrar dados que se opdem aos
citados acima.

Em conclusao, os resultados do presente estudo mostram que sete dias apés o
IM ja é possivel identificar animais com dicotomia de respostas hemodinamicas
e vasculares, mesmo com Al semelhantes.

Considerando os resultados deste trabalho, pode-se sugerir que os futuros
estudos realizados neste modelo experimental de IM devam considerar a
dicotomia funcional cardiaca e vascular apresentada pelos animais que

apresentem a mesma Al. A ndo observancia desta dicotomia funcional entre
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animais infartados pode dificultar as analises e interpretacdes dos resultados

obtidos neste modelo experimental de IC.
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6 CONCLUSOES

Conclui-se com o presente trabalho que sete dias apds o IM:

e ¢& possivel caracterizar subgrupos de animais com a mesma area de

infarto, que apresentam ou néo IC;

e 0s parametros ponderais e hemodinamicos diferem significativamente

entre os subgrupos infartados;

e 0s animais com IC apresentam reduzida resposta vasoconstrictora e
resposta vasodilatadora aumentada, provavelmente pelo aumento da

biodisponibilidade do NO.
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