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RESUMO



Objetivo: A associacao entre isquemia miocardica e hiperatividade simpatica vem
sendo ha muito tempo avaliada. No6s investigamos o curso temporal e os
mecanismos de ativagdo do sistema nervoso simpatico logo apos a ligadura da

artéria coronaria.

Métodos e Resultados: A preparagao tronco cerebral-coragao isolados, in vitro, foi
utilizada para registrar as atividades dos nervos frénico (ANF) e simpatico toracico
(ANSt), frequéncia cardiaca (FC), eletrocardiograma (ECG) e pressao de perfusao
(PP) de ratos Wistar. A ligadura da artéria coronaria descendente anterior esquerda
(DAE) (grupo DAE) ou “ligadura ficticia” (grupo Sham) foram realizadas in vitro. O
corante azul de Evans, injetado ao final dos experimentos, demarcou, para os
animais que sofreram ligadura da DAE, uma area miocardica em risco de 36,3 £ 1,1
% do ventriculo esquerdo, ao passo que nenhuma area em risco foi demarcada no
grupo Sham. Os registros obtidos foram avaliados ao longo de uma hora apos os
procedimentos de ligadura da DAE ou de ‘ligadura ficticia” no grupo Sham. Foi
observado um aumento na ANSt dentro de 30 minutos no grupo DAE, alcangando
niveis ainda mais elevados em 60 minutos quando comparado ao grupo Sham
(ANSt Grupo DAE - basal: 2,5 + 0,2; 30 min: 3,5 + 0,3; 60 min: 5,2 £ 0,5 uV; P<0,01
versus ANSt grupo Sham — basal: 2,2 + 0,3; 30 min: 2,2 £ 0,3; 60 min: 2,3 £ 0,3 pV;
P>0.05). Houve um aumento significativo dos niveis basais de FC 45 minutos apés
ligadura da DAE (P<0.01); ndo tendo o mesmo efeito sido observado no grupo
Sham. A fungdo autondémica reflexa e ténica foi avaliada 60 minutos apos ligadura
da DAE ou ‘ligadura ficticia” e os seguintes efeitos foram observados: (i) Uma
exacerbacao da resposta simpato-excitatéria quimiorreflexa frente a trés diferentes
doses de cianeto de sodio (NaCN 0,03 % — doses 25, 50 e 75 pL: 49,7; 45,3 e 26,8
% de aumento, respectivamente, quando comparado a ativagdo com as mesmas
doses no grupo Sham; P<0,01). (i) Uma resposta pressora elevada frente a
administracado de fenilefrina (DAE: 31,5 £ 1,3 versus Sham: 23,1 = 1,2 mmHg;
P<0.01) e um ganho barorreflexo simpatico deprimido (DAE: 1,3 + 0,1 versus Sham:
2,0 + 0,1 %.mmHg™; P<0.01) no grupo DAE quando comparado ao Sham. (i) Um
tono simpatico cardiaco elevado no grupo DAE, evidenciado pelo bloqueio com
atenolol, quando comparado ao grupo Sham (AFC apéds atenolol — DAE: -107,8 +
8,0 versus Sham: -81,6 + 7,4 bpm, P<0.05). (iv) Em contrapartida, o tono vagal bem

como as respostas bradicardicas barorreflexa e quimiorreflexa ndo foram diferentes



estatisticamente entre os grupos DAE e Sham. Os procedimentos desenvolvidos
para a investigagdo dos possiveis mecanismos mediando simpato-excitagcao
mostraram: (v) O envolvimento de receptores de angiotensina tipo 1 na sustentagao
da simpato-excitagdo, uma vez que o bloqueio com losartan reduziu a ANSt 3 horas
apos ligadura da DAE (33,8 % de atenuagédo quando comparado ao grupo DAE que
recebeu somente Salina; P<0.05)). (vi) A participacdo do reflexo cardio-cardiaco
simpatico espinhal mediando as mudancas iniciais na atividade simpatica, uma vez
que ratos com transeccido espinhal ainda apresentaram hiperatividade simpatica
apos ligadura da DAE.

Conclusao: O sistema nervoso simpatico é ativado imediatamente apés ligadura da
DAE no rato, sendo esta ativagdo mediada por mecanismos espinhais e,
secundariamente, sustentada por mecanismos angiotensinérgicos bem como por

aumento concomitante de reflexos simpato-excitatorios.

Palavras Chaves: Atividade no Nervo Simpatico; Baroreflexo; Quimioreflexo;
Infarto Agudo do Miocardio; Reflexo Cardio-Pulmonar.



ABSTRACT



Aim: The association between myocardial ischaemia and sympathetic over activity
has long been evaluated. We investigated the time course and the mechanisms
underlying sympathoexcitation immediately following coronary ligation.

Methods and Results: The working heart brainstem preparation was used to record
phrenic and thoracic sympathetic (tSNA) nerves activities, heart rate (HR),
electrocardiogram (ECG) and perfusion pressure of Wistar rats. The ligation of the
left anterior descending coronary artery (LAD) (LAD group) or “fictitious ligation”
(Sham group) was performed in vitro. The myocardial area at risk was 36.3 £ 1.1%
of the left ventricle and it was assessed post-hoc with Evans blue dye at the end of
the experiment; no area at risk was observed in Sham group. Recordings were
evaluated over the course of one hour post LAD ligation or “fictitious ligation” and
there was an increased tSNA within 30 min, reaching even higher levels at 60 min in
LAD group (basal: 2.5 £ 0.2, 30 min: 3.5 £ 0.3, 60 min: 5.2 + 0.5 pV, P<0.01 versus
Sham group — basal: 2.2 + 0.3, 30 min: 2.2 + 0.3, 60 min: 2.3 £ 0.3 yV, P>0.05). HR
increased 45 min post LAD ligation (P<0.01 compared to basal); there was no HR
changes in Sham group. The reflex and tonic autonomc function were assessed 60
minutes post LAD ligation or “fictitious ligation” and there was: (i) A greater
sympathoexcitatory chemoreflex response to three different doses of NaCN (0.03 %
— 25, 50 and 75 pL: 49.7, 45.3 and 26.8 % of increase, respectively, compared to
similar doses in Sham, P<0.01). (ii) An elevated pressor response (LAD 31.5 + 1.3
versus Sham 23.1 £ 1.2 mmHg, P<0.01) and depressed sympathetic baroreflex gain
(LAD 1.3 £ 0.1 versus Sham 2.0 + 0.1 %.mmHg-1, P<0.01) to phenylephrine. (iii) An
elevated cardiac sympathetic tone (changes in HR after atenolol: LAD -107.8 + 8.0
versus Sham -81.6 £ 7.4 bpm, P<0.05). (iv) In contrast, there were no changes in
cardiac vagal tone and bradycardic response to both the baroreflex and chemoreflex
between LAD and Sham groups. The investigation of mechanisms driving up
sympathoexcitation showed: (v) The involvement of angiotensin type 1 receptor
sustaining sympathoexcitation, since losartan blockade blunted tSNA at 3 h after
LAD ligation (33.8 % of attenuation compared to Control Saline-LAD group, P<0.05).

(vi) The role of spinal sympathetic cardiocardiac reflex mediating the initial changes



in sympathetic activity, because spinal transected rats still presented sympathetic

over activity post LAD ligation.

Conclusion: The sympathetic nervous system is activated immediately after
coronary ligation in the rat, being mediated by spinal mechanisms and, later,
sustained by angiotensinergic mechanisms and concomitant augmentation of

sympathoexcitatory reflexes.

Keywords: Sympathetic nerve activitie; Baroreflex; Chemoreflex; Myocardial
Infarction; Cardiopulmonary Reflex
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As doengas cardiovasculares sao a principal causa de 6bitos em todo o mundo.
Segundo previsdo da Organizagdao Mundial de Saude, a doenga coronaria € e
continuara a ser a principal causa de mortalidade no planeta (Lopez & Murray,
1998). No Brasil, as doengas cardiovasculares sdo responsaveis por um ter¢co dos
Obitos com elevada proporg¢ao de casos na faixa dos 45 aos 64 anos (Lotufo, 1998).
Apesar de englobar um conjunto de doencgas consideradas como préprias da faixa
etaria idosa, em cidades como Sao Paulo, as doencgas cardiovasculares respondem
pela maior parte de anos produtivos de vida perdidos, a despeito do aumento do
numero de mortes entre os jovens do sexo masculino por causas externas
(Marcopito & Berlin, 1998). Dentre as doengas cardiovasculares, a doenga
isquémica do coracgdo, incluindo o infarto do miocardio (IM), € o componente
principal dessa mortalidade nas cidades da Regiao Sul e Sudeste do pais (de Lolio,
et al., 1995).

O IM ocorre quando o suprimento sanguineo para uma parte do musculo cardiaco é
severamente reduzido ou bloqueado, trazendo consequéncias desastrosas com
comprometimentos graves da func¢ao cardiaca e redugao da expectativa de vida dos
individuos. A morte subita € a principal complicagao do IM (Zheng, et al., 2001). As
arritmias ventriculares sao responsaveis pela maior parte das mortes subitas
(Henkel, et al., 2006), sendo que a degeneragao em fibrilagdo ventricular esta
associada com baixa sobrevida nos primeiros trinta dias apos o IM (Al-Khatib, et al.,
2003). Desta mesma forma, foi demonstrado que as arritmias ventriculares estao
associadas a morte subita nos seis primeiros meses que se seguem ao IM
(Maggioni, et al., 1993). Estudo realizado por Gaudron e colaboradores (2001), em
pacientes infartados, mostrou que aqueles com remodelamento ventricular mais

acentuado tém maior propensao a morte subita.

O remodelamento cardiaco que se segue ao IM constitui um conjunto de alteragdes
estruturais, bioquimicas e eletrofisiolégicas que ocorrem tanto na regido do infarto
como no miocardio que sobrevive a agressao isquémica. Algumas das alteragdes
presentes no remodelamento teriam uma finalidade compensatodria, incluindo a
hipertrofia do miocardio remanescente. Essas alteragbes, entretanto, sao
usualmente incapazes de restaurar a fungao ventricular (Mill, et al., 1990). Ao
contrario, a longo prazo, levam a deterioragdo da fungdo mecanica da bomba

cardiaca e facilitam o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca. O remodelamento
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determina profundas mudancgas na estabilidade elétrica e mecanica do coragao, em
decorréncia das modificacbes da excitabilidade celular nas areas diretamente
afetadas pela isquemia, como também um desbalanceamento do tono autonémico
dirigido para o coragdo (Corr & Gillis, 1975), que inclui aumento da atividade
simpatica e modificagbes do tono vagal. O desbalango vagal parece depender da
localizagdo da isquemia. Apds isquemia e infarto da parede inferior do ventriculo
esquerdo, ativacao vagal reflexa tem sido relatada (Webb, et al., 1972, Thames, et
al., 1978). Essa resposta reflexa parece ser secundaria a ativagdo de terminais
nervosos sensiveis a distensdo, cuja maior densidade reside justamente na parede
inferior do ventriculo esquerdo (Thoren, 1976, Thames, et al., 1978, Iwamura &
Bishop, 1980). Em relagdo aos infartos de parede anterior e lateral, os dados da
literatura sdo controversos. Cerati & Schwartz (1991) e Schwartz e coaboradores
(1988) relataram que a ligadura da artéria descendente anterior em cides aumenta a
atividade das fibras vagais que se dirigem para o coragdo. Nos animais com
atividade vagal aumentada foi menor a incidéncia de fibrilagdo ventricular e maior a
sobrevida. Em contrapartida, estudos realizados na fase crénica do infarto antero-
lateral evidenciaram menor variabilidade de frequéncia cardiaca e diminuigcdo da
sensibilidade do barorreflexo (Hull, et al., 1990), os quais sugerem perda do controle

vagal sobre a frequéncia cardiaca (FC) (Kleiger, et al., 1987).

Por outro lado, evidéncia de hiperatividade do sistema nervoso simpatico é bem
estabelecida nos pacientes apés IM (McAlpine & Cobbe, 1988, Sigurdsson, et al.,
1993, Lombardi, et al., 1996, Graham, et al., 2002). Inicialmente, a elevagdo da
atividade simpatica tem importancia por prover suporte inotropico ao coragao,
mantendo débito cardiaco e pressao arterial apés IM. Entretanto, a ativagao
simpatica também esta relacionada a patogénese de arritmias ventriculares
(Pantridge, et al., 1981, Jardine, et al., 2007, Floras, 2009) e morte subita (Brunner-
La Rocca, et al., 2001). Aléem disso, a simpato-excitagdo sustentada, a longo prazo,
pode contribuir para o remodelamento cardiaco progressivo e desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca (Cohn, et al., 1984, Kaye, et al., 1995, Bristow, 2003), e,
consequentemente, elevando os indices de morbidade e mortalidade pos-infarto.
Um estudo em pacientes mostra que 50 % das mortes ocorrem durante a fase
aguda do IM (nos primeiros 60 minutos) (Lowel, et al., 1993), sendo essas mortes

implicadas com a ocorréncia de arritmias ventriculares letais. Levando em
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consideragao que os eventos cardiacos arritmicos sao frequentemente precedidos
por sinais de hiperatividade simpatica (Pantridge, et al., 1981), o conhecimento
sobre o curso temporal, o grau de ativagdo e os mecanismos envolvidos nas
mudangas simpaticas € de grande importancia para melhorar futuras estratégias de
tratamento; por exemplo, 0 momento apropriado da medicagao para antagonizar os
efeitos simpaticos na vasculatura e no coragdo pode ser essencial para manter

pressao arterial e prevenir arritmias cardiacas e morte subita cardiaca.

O sistema nervoso simpatico é parte do sistema nervoso autonémico e diz respeito
a inervagéao visceral, consiste em algas aferentes e eferentes. As fibras aferentes se
projetam geralmente em diregcdo ao sistema nervoso central por meio dos nervos
autonémicos, enquanto os impulsos eferentes caminham do sistema nervoso central
para os diferentes 6rgdos por meio de nervos autondmicos ou somaticos. Os
neurdénios eferentes simpaticos estao localizados no cérebro e na medula espinhal.
Os corpos desses neurbnios se encontram nos cornos laterais de segmentos
espinhais de T1 a L2. As fibras pré-ganglionares mielinizadas caminham em diregao
aos ganglios do sistema do sistema nervoso simpatico, os quais s&o organizados
principalmente em duas cadeias paravertebrais que se localizam anterolateralmente
aos corpos vertebrais e se extendem da regido cervical a regidao sacral. Essas séao
chamadas cadeias ganglionares simpaticas. As fibras pré-ganglionares fazem
sinapse nas cadeias simpaticas com fibras pos-ganglionares ndo mielinizadas, as
quais caminham pelos nervos espinhais em diregdo ao 6rgao efetor. O
neurotransmissor na sinapse pré-ganglionar € a acetilcolina, enquanto a
norepinefrina é o principal transmissor nas sinapses formadas pelos nervos
simpaticos pds-ganglionares e orgaos efetores. O sistema nervoso simpatico
capacita o corpo a enfretar situagdes de medo, fuga e luta. Dentre os efeitos
gerados pela ativagao simpatica estao incluidos o aumento da FC, presséao arterial e
débito cardiaco, desvio do fluxo sanguineo da pele e vasos esplacnicos para
aqueles que abastecem os musculos esqueléticos, aumento do tamanho da pupila,
dilatagdo bronquiolar, contracdo de esfincteres e mudangas metabdlicas, como a

mobilizacdo de gordura e degradacgao de glicogénio. (Ciarka, et al., 2008)

O funcionamento do sistema nervoso simpatico € principalmente baseado no arco
reflexo. As principais respostas reflexas se originam de barorreceptores aérticos e

carotideos e de quimiorreceptores centrais e periféricos (Ciarka, et al., 2008). Os
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barorreceptores sdo sensiveis as alteragdes de tensdo produzida na parede dos
vasos pelas ondas de pressao sistélica ou por elevagdes subitas da pressao arterial
(Persson, 1991). A ativagao destes receptores gera potenciais de agdo, os quais
sdo transmitidos ao sistema nervoso central pelas aferéncias que caminham
juntamente com os nervos vago e glossofaringeo. Quando ha um aumento subito da
pressao arterial, a ativagao barorreflexa promove simultaneamente uma elevagao da
atividade parassimpatica para o coragao e uma diminuicdo da atividade simpatica
tanto para os vasos de resisténcia quanto para o coragao (Spyer, 1990). Isto resulta
em bradicardia, reducdo da forca de contracdo cardiaca, reducao da resisténcia
vascular periférica e, consequentemente, uma diminuicdo do débito cardiaco e da
pressao arterial. Em contrapartida, a queda da presséo arterial € compensada por
um decréscimo na descarga aferente barorreceptora, promovendo alteragdes
opostas as acima descritas para os componentes autonémicos. Dessa forma, os
barorreceptores afetam o desempenho cardiaco por meio de trés diferentes vias:
vias simpatica e parassimpatica diretas dirigidas ao miocardio atrial e ventricular e
marca-passo cardiaco, e através da via que afeta a resisténcia arterial e a
capacitancia venosa, com consequentes mudancas na pré- e poés-carga. Os
quimiorreceptores centrais estao localizados no tronco cerebral e aumentam o
débito inspiratorio em resposta ao aumento na pressdo parcial de dioxido de
carbono no sangue. S&o também sensiveis as mudangas do pH sanguineo. Ja as
respostas reflexas oriundas da ativagdo dos quimiorreceptores periféricos sdo os
principais mecanismos defensivos perante hipoxia. Em resposta a diminuigdo da
saturacdo de oxigénio arterial, o quimiorreflexo promove ativagdo do sistema
nervoso simpatico e vasoconstrigdo na maioria dos 6rgaos, com excegao do cérebro

e coracao (Ciarka, et al., 2008).

Anormalidades no controle reflexo do sistema nervoso simpatico envolvendo tanto
os barorreceptores quanto os quimiorreceptores vém sendo demonstradas no
estado de insuficiéncia cardiaca. Experimentos em humanos e animais vém
mostrando claramente que a insuficiéncia cardiaca cronica (ICC) se acompanha de
depressao da sensibilidade barorreflexa arterial (Eckberg, et al., 1971, Ferguson, et
al., 1992, Zucker et al., 1993, Zucker, et al., 1995). De fato, tem sido bem aceito que
a funcao barorreflexa deprimida pode ser uma das causas da simpato-excitagdo na

ICC (Mancia, 1990). Do mesmo modo, o aumento de reflexos simpato-excitatorios
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mediando mudancgas no fluxo simpatico apés IM e em condigdo mais avangada de
ICC tem sido também investigado. Varios grupos tém demonstrado claramente que
a atividade quimiorreflexa central e periférica esta elevada em pacientes com
insuficiéncia cardiaca (Chugh, et al., 1996, Chua & Coats, 1997, Narkiewicz, et al.,
1998, Narkiewicz, et al., 1999, Kara et al., 2003). Experimentos de Sun e
colaboradores (1999a), em coelhos com ICC induzida por estimulagdo crénica de
alta frequéncia com marca-passo, mostraram que as respostas ventilatorias e
simpaticas a hipoxia estavam aumentadas, enquanto que as respostas a
hipercapnia norméxica estavam normais. Além disso, foi demonstrado que a
descarga aferente das terminagdes sensoriais no corpusculo carotideo estava
também aumentada para qualquer nivel de presséao parcial de oxigénio (Sun, et al.,
1999b).

Outro reflexo simpato-excitatorio que tem sido implicado na génese da atividade
simpatica na ICC é o reflexo cardio-cardiaco simpatico espinhal. Esse reflexo tem
sido bem descrito por Malliani & Montano (2002), emana de fibras de pequeno
didmetro no miocardio, as quais percorrem nervos simpaticos (Malliani, 1982).
Essas fibras sdo ativadas por uma variedade de substancias tanto enddgenas
quanto exogenas (Uchida & Murao, 1975, Felder & Thames, 1982, Nerdrum, et al.,
1986, Bolser, et al., 1989, Blair, et al., 1992, Dibner-Dunlap, et al., 1993) e sao
provavelmente os mesmos aferentes que transmitem a dor cardiaca durante
isquemia coronaria (Foreman, 1999). Muitas das substéncias que estimulam essas
terminagdes aferentes encontram-se aumentadas tanto no plasma quanto no tecido
miocardico, incluindo bradicinina, prostaglandinas, potassio e lactato (Uchida &
Murao, 1974a, Uchida & Murao, 1974b, Uchida & Murao, 1975, Dibner-Dunlap, et
al., 1993).

As alteracbes observadas no tono simpatico basal e na atividade reflexa
cardiovascular apds IM e insuficiéncia cardiaca parecem também envolver
modulagdo hormonal, incluindo o sistema renina-angiotensina Il (SRA). Certamente,
esse sistema tem sido um importante alvo terapéutico no manejo de pacientes com
ICC (The SOLVD Investigators, 1991, Dietz, et al., 1993, Dickstein, 2001), através
do uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina e de bloqueadores de
receptores de angiotensina Il. Um grande numero de trabalhos tem considerado a

angiotensina Il um importante modulador da fungdo simpatica no sistema nervoso
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central (Reid, 1992, Brooks & Osborn, 1995, Brooks, 1997). Evidéncia mostra um
aumento na concentragao de angiotensina Il no fluido cerebroespinhal de caes com
ICC induzida por estimulagdo crénica de alta frequéncia com marca-passo (Wang &
Ma, 2000). Modulagao reflexa pela angiotensina Il foi demonstrada quando o
antagonista de receptor de angiotensina tipo 1 (AT1), losartan, restaurou a fungao
barorreflexa arterial em coelhos com ICC induzida por estimulagdo do marca-passo
(Murakami, et al., 1996). Dados similares foram apresentados por DiBona e
colaboradores (1995) em ratos com ICC pela administragdo central de losartan. A
area postrema € uma importante regidao bulbar que tem sido mostrada modular o
fluxo simpatico e fungéo barorreflexa por um mecanismo envolvendo angiotensina Il
(Bishop & Sanderford, 2000). Outras areas de controle autonémico cardiovascular
também estdo envolvidas na mediagdo de mecanismos angiotensinérgicos na ICC.
Supra-regulagdo da expressado de receptores AT1 foi demonstrada no nucleo do
trato solitario (NTS), no 6rgao subfornical e no nucleo paraventricular apés ICC em
ratos (Yoshimura, et al., 2000), e no bulbo ventro-lateral rostral (RVLM) de coelhos
apo6s ICC induzida com marca-passo (Liu, et al., 2006). Liu e colaboradores (2006)
também demonstraram que a infusdo intracerebroventricular de losartan atenuou a
supra-regulagao dos receptores AT1 no RVLM de coelhos com ICC. Investigagdes
adicionais mostram modulagdo do tono basal. O bloqueio central de receptores AT1,
além de aumentar a sensibilidade barorreflexa, reduziu a atividade simpatica em
coelhos com ICC (Murakami, et al., 1997, Liu & Zucker, 1999). E em ratos Wistar, a
infusdo intracerebroventricular ou a administragao sistémica de losartan reduziram a
hiperatividade simpatica e a pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE)
na insuficiéncia cardiaca induzida por ligadura da artéria coronaria (Huang, et al.,
2009).

Todas esses achados mostram que a regulagdo da atividade simpatica apos IM e
insuficiéncia cardiaca é um processo complexo e multifatorial. Contudo, a
importancia e a sequéncia de alteragdes desses e de outros mecanismos de
regulacédo simpatica ténica e reflexa, bem como o curso temporal dessas mudancgas
imediatamente apos IM, ainda ndo tém sido caracterizados. Esse conhecimento
contribuiria para a melhoria de futuras intervengdes terapéuticas apoés IM, evitando o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca e, em geral, melhorando as taxas de

mortalidade.
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Na busca dessas informagdes, varias abordagens medotoldégicas vém sendo
realizadas. O perfil temporal do desbalango autonémico vem sendo obtido no
periodo de horas ou dias apds IM ou posteriormente no curso da insuficiéncia
cardiaca com a utilizagdo de indices/medidas indiretas. Dentre esses
indices/medidas estdo incluidos os niveis de catecolaminas plasmaticas (McAlpine
& Cobbe, 1988), a variabilidade da frequéncia cardiaca e a sensibilidade
barorreflexa (La Rovere, et al., 1998). A elevagdo dos niveis de catecolaminas
plasmaticas ap6s IM se normaliza em dias (Sigurdsson, et al., 1993), enquanto que
a variabilidade da frequéncia cardiaca e a sensibilidade barorreflexa levam meses
para recuperar os valores basais (Schwartz, et al., 1988, Bigger, et al., 1991). Essas
observagbes geram maior interesse em estudos que usam medidas diretas para
investigar melhor a ativagao do sistema nervoso simpatico. A microneurografia € um
método direto que vem sendo realizado em pacientes apés IM. Em 2002, foi
demonstrado pela primeira vez que pacientes apos IM, e com fracdo de ejecao
ventricular esquerda > 40 %, apresentavam atividade aumentada em nervos
simpaticos de musculo esquelético, a qual era medida por microneurografia poucos
dias apds IM, sendo esse aumento de atividade persistente por, pelo menos, 6
meses (Graham, et al., 2002). Estudo adicional em pacientes mostrou que a
hiperatividade simpatica precisa de um periodo de 9 meses para alcancar fung¢ao do
sistema nervoso simpatico normalizada (Graham, et al., 2004). Apesar dessa
evolugdo nas técnicas empregadas em pacientes, estudos em animais
experimentais sdo ainda indispensaveis na determinagdo do inicio das alteragdes
autondmicas; uma vez que os infartos sao imprevisiveis e, desta forma, a maioria

dos pacientes chega a unidade clinica apds a ocorréncia do evento.

Sendo assim, a realizagdo de medidas diretas da atividade de nervos simpaticos em
animais experimentais seria interessante para avaliar alteracdes imediatas do fluxo
simpatico apds IM. A ligadura da artéria coronaria vem sendo muito utilizada para
mimetizar o IM em ratos (Clark, et al., 1980, Mill, et al., 1990). No presente trabalho,
a ligadura coronariana foi feita numa preparagcdo de tronco cerebral-coragéo
perfundida in vitro. Essa preparagao foi desenvolvida por Paton (1996) e é uma
ferramenta experimental adequada para a investigacdo do curso temporal das

alteracdes de fungdes autondmicas apos IM:

(i) E livre dos efeitos depressores dos anestésicos;
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(i) Os centros cardiomotores no tronco cerebral estdo completamente funcionais e
com as conexdes neurais preservadas entre esses centros e o coragdo. Sendo
assim, os reflexos cardiovasculares, tais como o barorreflexo e o quimiorreflexo,

estao preservados;

(iii) Permite a avaliagdo simultanea de varios parametros cardio-respiratorios por
meio do registro da atividade eferente de nervos, tais como o nervo frénico e o
nervo simpatico toracico, exibindo padroes de atividade similares aqueles

observados em modelos experimentais in vivo.

A hipétese do presente estudo foi a de que o sistema nervoso simpatico estaria
imediatamente supra-regulado apos ligadura da artéria descendente anterior
esquerda (DAE) na preparagao tronco cerebral-coragao isolados em ratos, sem
alteragdes no controle vagal. A iniciagdo e sustentagdo da hiperatividade simpatica
gerada ap6s ligadura da coronaria envolveria a mediagéo de diferentes mecanismos

tempo-dependentes.



2. OBJETIVOS
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Diante das informagbes expostas anteriormente, os objetivos do presente trabalho

foram:

OBJETIVO GERAL

Investigar o curso temporal e os mecanismos de ativacdo do sistema nervoso
simpatico logo apds a ligadura da artéria coronaria na preparagao tronco cerebral-

coracgao isolados em ratos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar as mudangas imediatas (durante os primeiros 60 minutos) geradas
pela ligadura da ligadura da artéria descendente anterior esquerda (DAE)

sobre os parametros cardiorrespiratérios e a atividade simpatica.
> Avaliar o quimiorreflexo 60 minutos apés ligadura da DAE.
> Avaliar o barorreflexo 60 minutos apos ligadura da DAE.

» Avaliar o tono simpatico cardiaco e o tono vagal 60 minutos apos ligadura da
DAE.

» Investigar mecanismos mediadores de mudangas autondémicas iniciais

promovidas pela ligadura da DAE.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Ratos Wistar (60 — 100 g), provenientes da Unidade de Servigo Animal (Animal
Services Unit — ASU) da Universidade de Bristol no Reino Unido (University of
Bristol/UK), foram utilizados para obtencao da preparacgao tronco cerebral-coragéo
isolados (Working heart brainstem preparation — WHBP), descrita por Paton (1996).
Todos os procedimentos experimentais e cirurgicos foram conduzidos de acordo
com a Lei de 1986 sobre Procedimentos Cientificos em Animais do Reino Unido
[The United Kingdom Animals (Scientific Procedures) Act 1986] e foram aprovados
pelo Comité de Etica Animal da Universidade de Bristol (The University of Bristol
Animal Ethics Committee; Permit number PPL 30/3121).

3.2. PREPARACAO TRONCO CEREBRAL-CORAGCAO ISOLADOS, IN VITRO
3.2.1. Solucgao de perfusao
A solucéo de perfusao era preparada em agua deionizada e composta por:

e 1,25 mM de MgS0Q,.7H,0 (Fisher Chemical);
1,25 mM de KH,PO4 (Fisher Scientific);

e 3,0 mM de KCI (Fisher Scientific);

e 25,0 mM de NaHCOg (Fisher Chemical);

e 125,0 mM de NaCl (Fisher Chemical);

e 2,5mM de CaCl,.2H,0 (Fisher Chemical);

e 10 mM de D-glucose (Fisher Chemical);

e e 1,25 % de Ficoll 70 (agente oncético; Sigma).
3.2.2. Procedimentos cirurgicos e perfusdao da preparagao in vitro

Inicialmente, os ratos eram pré-tratados com heparina soédica (1000
unidades/animal, i.p.; Wockhardt), 10-20 minutos antes da anestesia, a fim de se
evitar a formagéo de coagulos que pudessem obstruir o sistema de perfusdo, e, em
seguida, eram anestesiados profundamente com isoflurano (5 %, vaporizado em 95
% O, — 5 % COy; Sigma), até a perda do reflexo de retirada da pata. Apds

transeccdo sub-diafragmatica, os ratos eram exsanguinhados e a anestesia
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suspensa. A preparagcdo (cabeca e térax) era, entdo, imersa em solugdo de
perfusdo (sem agente oncético; veja acima) resfriada a 2 — 4 °C, seguida de
remocao da pele (para evitar que os pelos contaminassem e obstruissem o sistema
de perfusdo) e a decerebragédo pré-colicular. Em seguida, a aorta descendente foi
isolada para posterior canulagédo e parte das costelas foi removida para permitir
melhor acesso ao coragao e nervos. Os pulmdes foram removidos e o nervo frénico

isolado, cortando-o na jungédo com o diafragma.

Um fio de sutura prolene 6/0 (Ethicon) era passado ao redor da artéria descendente
anterior esquerda (DAE) e um lago falso era feito. Nas preparagdes em que eram
feitas a ligadura coronariana, o n6 era firmemente apertado, obstruindo o fluxo
distalmente ao sitio da ligadura. Nas preparagdes controle (Sham), o né ndo era
apertado mantendo-se fluxo normal ao longo do vaso coronariano (“ligadura ficticia”)
(Figura 1).

Figura 1. Diagrama representativo da vasculatura coronaria do lado esquerdo,
mostrando o ponto exato em que a sutura com um lago falso era colocada ao redor
da artéria coronaria descendente anterior esquerda (DAE), para posterior realizagcéo
da ligadura da DAE ou “ligadura ficticia” (Modificado de Herrmann e colaboradores,
2010).
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ApoOs esses procedimentos, a preparagao era transferida para o sistema de

perfusdo/registro. Esse sistema era composto, em geral, por (Figura 2):

I: Camara acrilica — serve como suporte da preparacao, para realizar a perfusédo e
registros, e permite a coleta do perfusato extravasado do animal durante a perfusao,

para recirculagao.

Il: Bomba peristaltica (Watson-Marlow 502S) — garantia a circulagao/recirculagdo do

perfusato, com um fluxo constante;

lll: Tubos de entrega do perfusato (Tygon Cole Palmer, EUA: ID 1,56 mm e OD 4,7
mm), relativamente impermeaveis a O, e CO, — permitiam a entrega do perfusato a

preparacgao;
IV: Trocador de calor — permitia o aquecimento do perfusato;

V: “Armadilha de bolhas” — retirava eventuais bolhas presentes no perfusato, antes

de sua entrega a preparagao;

VI: Filtro, com membrana de polietileno (Millipore, PP25) — filtrava possiveis
residuos biologicos (sangue, tecido, etc) presentes no perfusato, antes de sua

entrega a preparacao;

VII: Cateter de duplo lumen (Portex, MA, EUA: DI 0,28 mm e DE 0,61 mm) — uma

via permitia a perfusédo e a outra o registro da pressao de perfusao (PP);

VIII: Tubos de coleta do perfusato (Tygon Cole Palmer, EUA: ID 1,56 mm e OD 4,7
mm), relativamente impermeaveis a O, e CO, — conectados a orificios na camara

acrilica, permitiam a continua recirculagao da solugao.

O tecido anteriormente dissecado era, entdo, colocado sobre a camara acrilica () e
o cateter de duplo lumen (VII) era inserido na aorta descendente, para realizar a
perfusdo retrograda através dos tubos de entrega (lll), com o auxilio da bomba
peristaltica (II). O segundo lumen do cateter era usado para monitorar a PP, por
meio de um transdutor de pressdao. O perfusato (descrito no item 3.2.1) era
continuamente aerado com 95 % de O, e 5 % de CO,, mantendo o pHiguala 7,4, e
aquecido a 31 °C utilizando o trocador de calor (IV). Antes de alcangar o animal, o

perfusato ainda passava pela “armadilha de bolhas” (V) e por filtragem (VI).
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O bloqueio neuromuscular era feito com brometo de vecurénio (2 mg/mL; Organon),
para evitar que movimentos perturbassem os registros. A PP média era mantida >
60 mmHg, ajustando-se o fluxo para 20 — 22 mL/min e adicionando o agente
vasoconstritor arginina vasopressina (20 — 60 yL a 5 yM; Sigma) ao perfusato. Os
sinais do eletrocardiograma (ECG) foram adquiridos por meio de trés agulhas
fixadas nas patas dianteiras e no ponto mais distal da preparagdo, conectadas a
cabos de um pré-amplificador. A FC foi derivada do registro do ECG, por meio do
intervalo R-R.

3.2.3. Registros de nervos na preparagao in vitro

As atividades dos nervos frénico (ANF) e simpatico toracico (ANSt; regido T8 — T10)
foram registradas simultaneamente, utilizando eletrodos de sucgdo de vidro
conectados a micromanipuladores (Narishige, Téquio, Japao). Alguns minutos apos
o inicio da perfusao, o registro da atividade em rampa do nervo frénico era obtido
(Figura 2), indicando um padréo eupneico e servindo, assim, como indice fisiologico
da viabilidade da preparagdo. Todos os sinais foram amplificados, filtrados (0,5 - 5
kHz), adquiridos usando o conversor A/D CED 1401 (Cambridge Electronic Design)

e analisados usando o software Spike2 (Cambridge Electronic Design).
3.2.4. Ligadura da DAE in vitro e medida da area de risco

ApOs a realizagao dos registros basais de ANF, ANSt, FC, ECG e PP, a ligadura da
DAE era realizada cuidadosamente, a fim de n&o causar perturbagdes nos registros
dos nervos; a sutura era mantida nao lacada (“ligadura ficticia”) nas preparagoes
Sham.

No final de cada experimento, o coracao era rapidamente removido e perfundido via
a aorta ascendente com o corante azul de Evans (solugdo aquosa a 1 %; Sigma),
para marcacao da area miocardica de risco, como descrito previamente (Huang, et
al., 1999, Huang, et al., 2004). A solugdo de azul de Evans era perfundida durante
um periodo de um minuto, por meio de uma bomba de perfusdo. Assim que a
perfusao era completada, os atrios eram removidos e, apos fixacdo em formalina 10
% (por aproximadamente 24 h), os ventriculos eram seccionados em cinco fatias
transversas. As fatias eram entdo fotografadas digitalmente e analisadas usando o

software ImagedJ (versao 1.33u). A area miocardica de risco foi determinada como
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porcentagem da area ndo marcada com azul de Evans relativa a area total do
ventriculo esquerdo. Em todos os ratos Sham com “ligadura ficticia”, nenhuma area

de risco foi observada.
3.2.5. Registro da pressao ventricular esquerda na preparacao in vitro

A pressédo ventricular esquerda (PVE) foi registrada usando uma canula de
polietileno (PE-10), inserida dentro do ventriculo esquerdo através do apice do
coragao (Figura 2). A canula PE-10 era, entdo, conectada ao transdutor de pressao.
Os seguintes parametros eram coletados: pressao sistélica ventricular esquerda
(PSVE), presséo diastolica final do ventriculo esquerdo (PDFVE), derivada maxima
de pressao (dP/dt+) e derivada minima de pressao (dP/dt-) do ventriculo esquerdo.
O registro era adquirido usando o conversor A/D CED 1401 (Cambridge Electronic
Design) com seu software Spike2 (Cambridge Electronic Design). Apds conversao
do arquivo de dados para um formato txt, este era aberto por meio do software
LabChart 7 (ADInstruments), permitindo uma rapida e facil coleta dos parametros

acima descritos.
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Figura 2. Representagdo esquematica da preparagao tronco cerebral-coragao isolados (Working heart brainstem preparation —
WHBP). ECG - eletrocardiograma; FC — frequéncia cardiaca; ANF — atividade do nervo frénico; ANSt — atividade do nervo
simpatico toracico; PVE — pressao ventricular esquerda; PP — pressédo de perfusdo (Modificado de Nalivaiko e colaboradores,
2010).
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3.2.6. Ativacao do quimiorreflexo e barorreflexo in vitro

Os quimiorreceptores periféricos e os barorreceptores foram estimulados na
preparagao por meio de administragao intra-arterial (i.a.) de drogas. Para a ativagao
quimiorreflexa, foram utilizadas diferentes doses de cianeto de sodio (NaCN,
solugéo a 0,03%: 25, 50 e 75 yL; Laboratory BDH — The British Drug Houses LTD —
Reagent). Para ativar o barorreflexo, o agente vasoconstritor escolhido foi a

fenilefrina (30 pug bolus; Sigma).

Uma seringa era acoplada ao sistema de perfusdo da preparagao, proxima ao

cateter inserido na aorta abdominal, permitindo a administracdo i.a. das drogas.
3.2.7. Bloqueio simpatico e vagal cardiacos in vitro

O antagonista p-adrenérgico, atenolol (20 ug/mL; Sigma) foi utilizado para promover
o bloqueio simpatico cardiaco na preparagdao. A adicdo da droga foi feita
diretamente a solucao de perfusao.

O bloqueio vagal cardiaco foi promovido por meio da vagotomia bilateral. Para isso,
0S nervos vagos cervicais eram isolados e identificados com uma linha de sutura 6.0
passada ao redor dos nervos durante a realizagdo do procedimento cirurgico
(descritos no item 3.2.2). Posteriormente, isso faciltava a identificacdo e

seccionamento dos nervos sem causar interferéncia nos registros.
3.2.8. Bloqueio do SRA in vitro

O antagonista de receptor de angiotensina tipo 1 (AT1), losartan potassio (40 uM;
Sigma), foi usado para bloquear sistemicamente o SRA na preparagédo, sendo

adicionado diretamente a solug¢ao de perfusdo em recirculagao.
3.2.9. Transecgao da medula espinhal in vitro

Adicionalmente aos procedimentos cirurgicos da preparagdo (descritos no item
3.2.2), a medula espinhal era exposta ao nivel cervical C1, para posterior realizagao

da transecgao da medula espinhal durante os registros.
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3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Nosso objetivo inicial era observar as mudangas no tono autonémico cardiovascular
e respiratorio e seu controle reflexo imediatamente apés ligadura da DAE. Para esta
etapa da pesquisa, foram utilizados 76 animais para realizagdo de sete protocolos

experimentais (Figura 3).

PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

(Total = 76)
I I v Vv Vi VI
Alivagdu Alivagdu Blugueiv. Vaguloriia Blugueio ATIR. Transecgéu Madida da
Quimivrreleza Baiuniellexa Alenolo Lusarlan dia Medula Presséo
Espinhal Venlicular

DAE n=7 DAE n=6 DAE n=7 DAE n=7 | DAE n=19 | DAE n=5 | DAE n=7 |
Sham n=7 Sham n=6 Sham n=5 Sham n=5 Sham n=5

|

-1
Sobreposicgéo
de Anima's

J

DAL n=4
Sham n=4

Figura 3. Representacdo esquematica dos protocolos experimentais realizados
ap6s ligadura da artéria coronaria descendente anterior esquerda (DAE) ou
‘ligadura ficticia”. n = numero de animais incluidos em cada protocolo. AT1 —

receptor de angiotensina tipo 1.

Dentre esses, seis protocolos foram feitos 60 minutos apos ligadura da DAE ou

“ligadura ficticia” no grupo Sham (n = 69):

() Os quimiorreceptores periféricos eram estimulados com uso de trés doses
crescentes de NaCN a 0,03 %: 25, 50 and 75uL bolus, i.a.; sendo as injecdes

separadas por intervalos de 10 minutos.
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(I1) O reflexo barorreceptor era estimulado usando fenilefrina (30 pug bolus, i.a.).

() O tono simpatico cardiaco era avaliado pela redugdo da FC obtida apods a

adicao de atenolol (20 pg/mL) ao perfusato.

(IV) O tono vagal cardiaco era avaliado pelo aumento da FC apds a vagotomia

bilateral.

Os protocolos experimentais V e VI, descritos abaixo, foram realizados a fim de
investigar possiveis mecanismos mediadores de mudangas autondmicas iniciais

promovidas pela ligadura da DAE:

(V) O losartan potassio, antagonista de receptor AT1, foi usado para avaliar o papel
de receptores AT1 na iniciagdo e manutencgao da atividade simpatica apds ligadura
da DAE. Nesse protocolo, losartan (40 uM; grupo DAE-Losartan, n = 10) ou salina
(grupo DAE-Salina, n = 9) era adicionado ao perfusato 1 hora, e reaplicado 2 horas,
apos ligadura da DAE e a ANSt era continuamente registrada até 3 horas pos-

ligadura.

(VI) Neste protocolo, a transec¢ado da medula espinhal ao nivel de C1 era realizada
antes do procedimento de ligadura da DAE. A ANSt remanescente, pos-transeccgao,
foi mensurada por 15-20 minutos antes da ligadura da DAE ou ‘ligadura ficticia”
(grupo Sham) e por 60 minutos apos esses procedimentos no grupo DAE (n = 5) ou
grupo Sham (n = 5). O objetivo deste protocolo consistia em avaliar a contribuicdo

de reflexos espinhais na geragao da atividade simpatica.

Em um sétimo grupo (protocolo VIl), a PVE era registrada antes e por 60 minutos

apos ligadura da DAE (n = 7).

Nos primeiros quatro protocolos experimentais (grupo DAE: n = 21, e grupo Sham: n
= 19, parametros cardiorrespiratorios e a ANSt foram avaliados antes (Basal) e 15,
30, 45 e 60 minutos apds ligadura da DAE ou “ligadura ficticia” no grupo Sham.
Além disso, a modulagao da atividade respiratoria-simpatica (por meio da analise do
acoplamento entre as atividades simpatica e respiratéria) foi também avaliada antes

(Basal) e em 30 e 60 minutos apés ligadura da DAE ou em grupos Sham.



43

3.4. ANALISE DE DADOS

A coleta dos parametros de PP, FC, ANF e ANSt foi feita por meio do software
Spike2. Para a analise da ANF e ANSt, os sinais foram previamente retificados e

integrados (constante de tempo de 50 ms).
3.4.1. Analise da frequéncia de ANF

A frequéncia de despolarizacao da ANF foi determinada pelo intervalo de tempo
entre dois disparos consecutivos do nervo frénico (considerando o ponto inicial de
cada disparo) e expressa em Hertz (Hz). Uma média da ANF (uV) era obtida a partir
de um trecho de um minuto do registro (Figura 4) antes e em tempos (15, 30, 45 e
60 minutos) pré-fixados apds a ligadura da DAE ou “ligadura ficticia” no grupo
Sham. Isso indicava o padrao de frequéncia respiratéria ao longo do tempo de

execucgao do experimento.
3.4.2. Anadlise da ANSt

Os valores de atividade referentes a ruidos elétricos foram subtraidos dos sinais de
ANSt antes da analise; o nivel de ruidos era coletado através do registro que se
realizava apés cessar a perfusdao do tecido. Assim como para a ANF, o
comportamento da ANSt média (pV) era avaliado coletando uma média dessa
atividade, a partir de um periodo de um minuto do registro (Figura 4), antes e em
tempos (15, 30, 45 e 60 minutos) pre-fixados apds a ligadura da DAE ou Sham.

3.4.3. Analise das respostas quimiorreflexas

O reflexo quimiorreceptor periférico consistiu em um aumento na atividade
respiratoria central acompanhado de bradicardia, aumento na ANSt e resposta

pressora associada.

O quimiorreflexo era quantificado medindo a porcentagem de aumento na
frequéncia respiratéria central, a bradicardia maxima (bpm), a resposta pressora
maxima (mmHg) e a porcentagem de aumento na ANSt média durante um periodo
de 5 segundos, no pico da resposta simpatica quimiorreflexa, comparado a um

periodo controle equivalente.
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3.4.4. Analise das respostas barorreflexas

A ativacdo com fenilefrina resultou em um aumento da PP, produzindo simpato-

inibicao e bradicardia reflexas.

O ganho barorreflexo (ndo cardiaco) simpatico era quantificado usando a razao da
porcentagem de inibicdo da atividade simpatica e a mudanga de pressao
(%simpato-inibicao/APP; %.mmHg™); a porcentagem de simpato-inibicéo foi obtida
da razdo da ANSt média durante o pico do aumento de presséo e a atividade média
de um prévio periodo de tempo equivalente. O ganho barorreflexo bradicardico foi

quantificado como AFC/APP (bpm. mmHg™).
3.4.5. Analise do acoplamento entre as atividades simpatica e respiratoéria

A modulacdo da atividade respiratéria-simpatica foi avaliada no tempo controle
(basal) e 30 e 60 minutos apds ligadura da DAE ou “ligadura ficticia” no grupo
Sham.

Considerando que os registros da ANF e ANSt eram feitos simultaneamente, a ANSt
integrada era dividida em quatro fases, de acordo com o intervalo de tempo entre
dois disparos do nervo frénico (considerando o ponto inicial de cada disparo):
expiracao final (Ef), inspiragao (l), pos-inspiracao (Pl) e expiragcdo média (Em)
(Zoccal, et al., 2008) (Figura 4). Uma média da ANSt média (uV) em cada uma
dessas fases era obtida a partir de um trecho de um minuto do registro antes e nos

tempos (15, 30, 45 e 60 minutos) apds a ligadura da DAE ou Sham.
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Figura 4. (A) Tragados representativos de uma preparacgéao in vitro representativa, mostrando as atividades originais e integradas
(/) do nervo frénico (ANF) e do nervo simpatico toracico (ANSt) durante um periodo de um minuto de registro; a direita, o registro
do ruido elétrico correspondente a cada nervo, coletado ao final de cada experimento. (B) Registro obtido da média da ANSt em
cada uma dessas fases relacionadas ao nervo frénico (Ef — expiragao final, | — inspiragao, Pl — pGs-inspiragdo e Em — expiragéo

meédia) a partir de um trecho de um minuto do registro (painel A).
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3.5. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como média + erro padrdao da média. Os dados
foram analisados utilizando analise de variancia (ANOVA) de uma via para medidas
repetidas, seguida por teste Post Hoc de Tukey, além de teste t de Student ou teste

t para amostras em em par. O nivel de significancia foi considerado para P < 0,05.



4. RESULTADOS
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41. AREA DE RISCO, MUDANCAS ELETROCARDIOGRAFICAS E
HEMODINAMICAS APOS LIGADURA DA CORONARIA IN VITRO

A ligadura da DAE induziu mudancgas transientes no ECG (Figura 5A e 5B) em
muitas preparagdes (13 de 21 animais), consistentes com IM. Dentre esses 13
animais, 11 exibiram arritmias ventriculares pos-ligadura, enquanto 2 apresentaram

bloqueio atrioventricular. Esses disturbios duraram, em media, 34,0 + 4,6 minutos.

A area miocardica de risco foi em média 36,3 + 1,1 % do ventriculo esquerdo nos

animais com ligadura da DAE (n = 21, Figura 6A).

A ligadura da DAE produziu produziu alteragcbes de desempenho mecanico do
ventriculo esquerdo, observando-se um aumento na PDFVE e diminuigao na dP/dt+
ja no primeiro minuto apos a ligadura (** P<0,01 e * P<0,05; respectivamente, n = 7,
ANOVA de uma via para medidas repetidas, seguida por teste Post Hoc de Tukey)
(veja Figura 6B e Tabela 1). Essas alteragdes tenderam a se acentuar com o passar

do tempo.
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Figura 5. Registros representativos de dois ratos mostrando mudancas transientes
no eletrocardiograma (ECG) ap0s ligadura da artéria coronaria descendente anterior
esquerda (DAE): (A) Extrassistoles e taquicardia ventricular ocorreram pés-ligadura
em alguns animais; (B) Bloqueio atrioventricular iniciando logo apds ligadura da
DAE. Essas mudancas no ECG duraram 34,0 = 4,6 minutos. JANSt e ANSt —

atividade integrada e original do nervo simpatico toracico, respectivamente; JANF e

ANF - atividade integrada e original do nervo frénico, respectivamente; PP —

pressao de perfusao.
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Figura 6. (A) Fotografia tipica mostrando seccdes transversais medianas de
coracdes marcados com o corante azul de Evans. O corte transversal do coragao
com ligadura da artéria coronaria descendente anterior esquerda (DAE) (a
esquerda) apresentava uma area marcada em azul (parte viavel) versus uma area
miocardica de risco que ndo absorveu o corante (area palida, delineada em preto),
correspondendo a area em risco. Em contraste, o coracdo Sham estava
completamente marcado com o corante azul de Evans. (B) Registro mostrando a
pressdo ventricular esquerda (PVE) antes (Basal) e 1, 30 e 60 minutos apds
ligadura da DAE. ECG — eletrocardiograma; ANF — atividade do nervo frénico.



Tabela 1. Parédmetros hemodinédmicos antes (Basal) e minutos

descendente anterior esquerda in vitro (n = 7).

apos ligadura da

artéria coronaria

Basal 1 min 30 min 60 min
PSVE (mmHg) 71,1+£59 70,6 + 3,4 69,0 + 3,5 66,9 + 3,7
PDFVE (mmHg) 75+14 13,2+2,0** 14,7+ 2,6 ** 149+24*
dP/dT+ VE (mmHg.s™) 1794 + 173 1559 + 107 * 1530 £ 111 * 1460 + 107 **
dP/dT- VE (mmHg.s™) -1462 + 187 -1275 + 133 -1298 + 141 -1254 + 140

* P<0,05 e ** P<0,01 comparado ao Basal. PSVE — pressao sistélica do ventriculo esquerdo; PDFVE —

pressao diastélica final do ventriculo esquerdo; dP/dT do ventriculo esquerdo — valor maximo e minimo da

taxa de variagcdo de pressao no tempo.
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4.2. PARAMETROS CARDIORRESPIRATORIOS E ANSt

Aos 30 minutos apés ligadura da DAE, a ANSt média estava elevada (45,4 + 6,7 %),
alcancando valores ainda mais altos em 60 minutos (117,2 £ 17,5 %, P<0,01;
ANOVA de uma via para medidas repetidas, seguida por teste Post Hoc de Tukey)
quando comparado aos valores pré-ligadura. A FC aumentou a partir de 45 minutos
pos-ligadura quando comparado aos valores pré-ligadura (2,8 £ 0,7 % em 45
minutos e 3,3 = 0,7 % em 60 minutos, P<0,01; ANOVA de uma via para medidas
repetidas, seguida por teste Post Hoc de Tukey) [Figuras 7(Ai) e 7(Aiii); n = 21,
P<0,01]. Nos animais Sham, essas alteracées nao foram observadas [Figuras 8(Ai)
e 8(Aiii); n =19, P>0,05].

Nenhuma mudanga na PP foi encontrada ao longo dos 60 minutos de registro apés
ligadura da DAE ou em ratos Sham [Figuras 7(Aii) e 8(Aii)]. A frequéncia de ANF
aumentou em ambos os grupos, DAE e Sham, em um nivel similar [Figuras 7(Aiv) e
8(Aiv), P<0,01].
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Figura 7. (A) Tracado tipico da atividade integrada (/) e original do nervo frénico
(ANF) e do nervo simpatico toracico (ANSt), frequéncia cardiaca (FC) e presséo de
perfusdo (PP) antes (Basal) e 60 minutos apds ligadura da artéria coronaria
descendente anterior esquerda (DAE). Médias da ANSt média, PP, FC e frequéncia
de ANF antes (Basal) e 15, 30, 45 e 60 minutos apds ligadura da DAE (Ai, Aii, Aiii e

Aiv, respectivamente, n = 21). ** P<0,01 comparado ao Basal.
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Figura 8. (A) Registro tipico da atividade integrada (J) e original do nervo frénico
(ANF) e do nervo simpatico toracico (ANSt), frequéncia cardiaca (FC) e presséo de
perfusdo (PP) antes (Basal) e 60 minutos apos “ligadura ficticia” nos animais do
grupo Sham. Médias da ANSt média, PP, FC e frequéncia de ANF antes (Basal) e
15, 30, 45 e 60 minutos apds Sham (Ai, Aii, Aiii e Aiv, respectivamente, n = 21). **

P<0,01 comparado ao Basal.
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4.3. REFLEXO QUIMIORRECEPTOR PERIFERICO

O componente simpato-excitatério da resposta a ativagdo quimiorreceptora
periférica estava exarcebado 60 minutos apds ligadura da DAE para todas as doses
de NaCN testadas (0,03 % — 25, 50 e 75 pL: 49,7; 45,3 and 26,8 % de aumento,
respectivamente, quando comparado as mesmas doses no grupo Sham) (Figura 9A
e 9B; n = 7 cada grupo, P<0,01; teste t de Student ndo pareado). Embora tenha sido
observado aumento na resposta simpatica, ndo houve mudangas nas respostas
quimiorreflexas de frequéncia respiratéria, PP e FC (Figura 9C, 9D e 9E) entre os
dois grupos para as diferentes doses testadas.
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Figura 9. Respostas quimiorreflexas periféricas a doses de NaCN (0,03 % — 25, 50
and 75 pL, i.a.) 60 minutos apods ligadura da artéria coronaria descendente anterior
esquerda (DAE) ou ‘ligadura ficticia” no grupo Sham (n = 7 cada grupo). (A)
Registros de um rato com ligadura da DAE (Ai) e um rato Sham (Aii), mostrando
simpato-excitagao para todas as doses testadas. (B) Mudanga na resposta simpato-
excitatéria (** P<0,01 comparado ao Sham). Diferenca na magnitude da simpato-
excitacdo entre as doses usadas (# P<0,05 e # P<0,01). Respostas quimiorreflexas
de frequéncia respiratoria (C), pressora (D) e bradicardica (E) entre os dois grupos.
JANSt — atividade integrada do nervo simpatico toracico; JANF — atividade integrada

do nervo frénico.
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4.4. REFLEXO BARORRECEPTOR

O efeito pressor e o ganho barorreflexo (ndo cardiaco) simpatico (%simpato-
inibicdo/APP) gerados pela fenilefrina foram significativamente diferentes 60 minutos
apos ligadura da DAE em comparagéo aos valores no grupo Sham (Figuras 10A e
10B; n = 6 cada grupo, P<0,01; teste t de Student ndo pareado). A resposta
pressora a fenilefrina estava aumentada (DAE 31,5 £ 1,3 versus Sham 23,1 £ 1,2
mmHg, P<0,01) e o ganho deprimido (DAE 1,3 + 0,1 versus Sham 2,0 £ 0,1
%.mmHg"; n = 6 cada grupo, P<0,01). A bradicardia barorreflexa nao foi afetada
pela ligadura da DAE (Figura 10C).
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Figura 10. Respostas reflexas barorreceptoras induzidas pela fenilefrina (30 ug, i.a.)
60 minutos ap6s ligadura da artéria coronaria descendente anterior esquerda (DAE)
ou ‘ligadura ficticia” em animais Sham (n = 6 cada grupo). (A) e (B) Mudancgas na
resposta pressora gerada pela fenilefrina e no ganho simpatico (** P<0,01
comparado ao Sham). (C) Ganho bradicardico entre os grupos DAE e Sham.
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4.5. TONOS SIMPATICO E VAGAL CARDIACOS

O tono simpatico cardiaco estava elevado ap6s ligadura da DAE. Houve uma maior
queda na FC, ap6s o bloqueio com atenolol, no grupo DAE quando comparado ao
Sham (n = 5, P<0,05; teste t de Student ndo pareado). O tono vagal cardiaco,
avaliado por meio da vagotomia bilateral, n&o foi afetado pela ligadura da DAE, uma
vez que a bradicardia gerada pela secgdo dos nervos vagos em ambos 0s grupos,

DAE e Sham, foram similares (n = 5; P>0,05, teste t de Student ndo pareado).

O nivel da ANSt média também nao foi atenuado pela vagotomia bilateral (Antes da

ligadura da DAE: 2,9 + 0,2; 60 minutos apods ligadura da DAE/antes da vagotomia:

4,3 £ 0,3; e 15 minutos apds vagotomia: 7,2 + 0,6 pV), excluindo a possibilidade de
um mecanismo vagal estar mediando hiperatividade simpatica apods ligadura da
DAE.



Tabela 2. Mudancas na frequéncia cardiaca (FC) geradas pelo atenolol e vagotomia

bilateral 60 minutos apods ligadura da artéria coronaria descendente anterior esquerda

(DAE) ou “ligadura ficticia” (grupo Sham) in vitro.

Atenolol (20 pg/mL): Vagotomia bilateral:
AFC (bpm) AFC (bpm)
Grupo Sham (n = 5) -816+74 139+24
Grupo DAE (n=7) -107,8+8,0* 11,6+1,8

* P<0,05 comparado ao grupo Sham.

60
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4.6. MECANISMOS MEDIANDO SIMPATO-EXCITACAO APOS LIGADURA DA
CORONARIA

4.6.1. Angiotensinal ll

Os resultados obtidos até aqui mostravam ocorrer seguramente uma simpato-
excitagcdo apods a ligadura coronariana. Os protocolos subsequentes visaram tentar
esclarecer a origem dessa resposta. Em primeiro lugar, foi avaliado o envolvimento
de receptores AT1 na mediacdo da simpato-excitacdo. O bloqueio com losartan foi
realizado a partir de 1 hora apds ligadura da DAE e seus efeitos sobre a atividade
simpatica foram avaliados até 3 horas apds a ligadura. A ANSt média foi
significativamente atenuada em presenca de losartan apenas na avaliagdo feita 3
horas apods ligadura da DAE (ou seja, 2 horas apds bloqueio com losartan),
constatando-se reducdo na ANSt média de 33,8 % quando comparado ao grupo
DAE que recebeu salina (grupo Losartan-DAE, n = 10 versus grupo Salina-DAE, n =
9, * P<0,05; teste t de Student nédo pareado) (Figura 11), sugerindo que um

mecanismo mediado pelo receptor AT1 estava presente a partir desse tempo.

A PP foi mantida estavel para ambos os grupos, excluindo qualquer influéncia dos

barorreceptores nas respostas observadas.
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Figura 11. Efeito do losartan (40 uM adicionado ao perfusato) sobre a atividade do
nervo simpatico toracico (ANSt) a partir de 1 hora até 3 horas apds ligadura da
artéria coronaria descendente anterior esquerda (DAE) (grupo Losartan-DAE: n =
10; grupo Salina-DAE: n = 9). * P<0,05 comparado ao grupo Salina-DAE.
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4.6.2. Transecgao da medula espinhal

Considerando que o0 mecanismo angiotensinérgico ocorreu em horas
(aproximadamente 3 horas) apds ligadura da DAE, outro possivel mecanismo
contribuindo para iniciacdo da simpato-excitacdo foi investigado. Sendo assim, foi

realizada a avaliagdo de um mecanismo espinhal.

Em ratos com transeccdo da medula espinhal, a ANSt média estava aumentada
dentro de 30 minutos apds ligadura da DAE (grupo DAE — Transecgao: 2,7 + 0,2
versus Basal 1,6 £ 0,2 uyV, P<0,01, n = 5; ANOVA de uma via para medidas
repetidas, seguida por teste Post Hoc de Tukey) (Figura 12B) comparado com o
grupo Sham (grupo Sham — Transeccdo: 1,4 + 0,4 versus Basal 1,2 £ 0,3 uV,
P>0,05, n = 5; ANOVA de uma via para medidas repetidas, seguida por teste Post
Hoc de Tukey) (Figura 12A). Assim como observado nos ratos com medula espinhal
intacta, a ANSt média continuou a aumentar em fungao do tempo apds ligadura da
DAE no grupo com transecgédo espinhal, atingindo valores mais elevados em 60
minutos (3,9 £ 0,5 yV; P<0,01).

Em relagdo a FC, houve uma queda significativa apos a realizagao da transecgéo da
medula espinhal, devido a retirada de suas vias autonémicas de controle. Embora
nao tenham sido observadas mudangas na FC dentro de 60 minutos apds ligadura
da DAE no grupo com transecg¢ao espinhal (Figura 13B), esta estava reduzida no
tempo de 60 minutos no grupo Sham transeccionado (P<0,01, n = 5; ANOVA de
uma via para medidas repetidas, seguida por teste Post Hoc de Tukey) (Figura

13A), sugerindo uma simpato-ativagao no grupo com ligadura da DAE.

O aumento na atividade simpatica gerado pela ligadura da DAE em ratos com
transec¢do da medula espinhal (30 min: 73,7 + 11,7; 45 min: 112,0 £ 15,5; e 60 min
pos-ligadura: 147,6 + 23,9 %; n = 5) foi similar ao observado nos ratos com medula
espinhal intacta (30 min: 45,4 + 6,7; 45 min: 78,7 £ 11,7; e 60 min pdés-ligadura:
117,3 £ 17,5 %; n = 21, P>0,05, teste t de Student ndo pareado) (Figura 12C).
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Figura 12. Atividade do nervo simpatico toracico (ANSt) nas preparagdes
submetidas a transecgdo da medula espinhal: ANSt média antes (Basal) e 15, 30,
45 e 60 minutos apds ligadura da artéria coronaria descendente anterior esquerda
(DAE) (B; n = 5) ou “ligadura ficticia” em ratos Sham (A; n = 5). (C) Porcentagem de
mudanga na ANSt média nos tempos de 30, 45 e 60 minutos apds ligadura da DAE
em ratos com transecg¢ao espinhal (grupo DAE — Transeccdo; n = 5, ** P<0,01
comparado ao valor basal do respectivo grupo) e em ratos com medula espinhal

intacta (grupo DAE - Intacta; n = 21, #P<0,01 comparado ao respectivo basal).
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Figura 13. Frequéncia cardiaca (FC) média antes (Basal antes da transecgéo) e
apos (Basal apos transecgao) transecgcao da medula espinhal e 15, 30, 45 e 60
minutos apds ligadura da artéria coronaria descendente anterior esquerda (DAE) (B;
grupo DAE — Transec¢do, n = 5) ou “ligadura ficticia” em animais Sham (A; grupo
Sham — Transecgéo, n = 5). ** P<0,01 indica diferenga entre FC basal antes e apos
transecgcado no grupo Sham; * P<0,05 indica diferenca entre FC basal antes e apos
transeccdo no grupo DAE; e # P<0,01 indica diferenca entre FC basal apods

transeccéo e 60 minutos apds “ligadura ficticia” no grupo Sham.
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4.7. ACOPLAMENTO ENTRE AS ATIVIDADES SIMPATICA E RESPIRATORIA
APOS LIGADURA DA CORONARIA

A ANSt média foi medida em quatro fases do ciclo respiratério — expiragao final (Ef),
inspiragéo (l), poés-inspiracao (Pl) e expiracdo média (Em), como descrito no item
3.4.5. Essa medida foi realizada nos tempos de 30 e 60 minutos apds ligadura da
DAE (n = 21) e em ratos Sham (n = 19) e foi observada que a ANSt média estava
elevada em todas as fases inspiratéria (I) e expiratorias (Ef, Pl e Em) analisadas no
grupo DAE (P<0,01 comparado ao basal; ANOVA de uma via para medidas
repetidas, seguida por teste Post Hoc de Tukey) (Figura 14A), sem mudangas no
grupo Sham P>0.05 comparado ao basal; ANOVA de uma via para medidas
repetidas, seguida por teste Post Hoc de Tukey) (Figura 14B). A magnitude desses
aumentos foi similar entre as fases no grupo DAE (P>0,05; ANOVA de uma via para
medidas repetidas, seguida por teste Post Hoc de Tukey) (Figura 14A). Esses dados
indicam que o aumento da forga do acoplamento simpatico-respiratorio apds

ligadura da DAE néo é seletivo para uma fase especifica do ciclo respiratério.
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Figura 14. Acoplamento entre as atividades simpatica e respiratéria: Atividade
integrada média do nervo simpatico toracico (ANSt) em quatro fases do ciclo
respiratorio (calculada de acordo com o intervalo de tempo entre dois disparos do
nervo frénico) — expiragao final (Ef), inspiracao (I), poés-inspiragao (Pl) e expiracéo
meédia (Em) — antes (Basal) e 30 e 60 minutos apos ligadura da artéria coronaria
descendente anterior esquerda (DAE) (A; n = 21) ou “ligadura ficticia” em animais
Sham (B; n = 19). ** # & 11 p<0 01 comparado ao basal do respectivo grupo; a
magnitude de aumento nos tempos de 30 e 60 minutos em relagcéo a linha basal

esta expressa em porcentagem.
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5. DISCUSSAO
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A hiperatividade cronica do sistema nervoso simpatico apés IM tem sido
intensamente pesquisada, uma vez que a ativagao simpatica parece estar envolvida
no aparecimento de arritmias ventriculares, o que predispde a instabilidade
hemodinamica e morte subita. Por outro lado, as respostas agudas do sistema
nervoso autonémico apds a ocorréncia do IM, bem como os mecanismos envolvidos

nessas respostas, ainda carecem de estudos mais detalhados.

Nas ultimas décadas, estudos tém relatado respostas simpaticas aferentes e
eferentes cardiacas subitas (no primeiro minuto) a isquemia transiente promovida
pela oclusdo de curta duragdo da coronaria em gatos anestesiados (Brown, 1967,
Malliani, et al., 1969, Brown & Malliani, 1971, Lombardi, et al., 1984, Ninomiya, et
al., 1986) e caes (Felder & Thames, 1981). Entretanto, esses estudos falharam em
mostrar ativagdo sustentada da descarga aferente, bem como multiplas respostas
reflexas tempo-dependentes e mecanismos mediando essas respostas nos minutos
que seguem a oclusao. Assim, o presente estudo procurou preencher essa lacuna
do conhecimento, fornecendo informagdes precisas sobre o curso temporal da
ativacdo simpatica eferente apds a ligadura coronariana. Em nosso trabalho
evidenciamos, pela primeira vez, na preparagao tronco cerebral-coragdao em rato,
que ha uma ativagdo precoce e sustentada de fibras eferentes simpaticas apos
ligadura permanente da DAE. Essa afirmagao decorre do fato de que efetuamos a
medida direta da ANSt numa preparacdo isenta do efeito confundidor dos
anestésicos gerais. A atividade simpatica toracica estava significativamente
aumentada 30 minutos, e continuou aumentando ao longo dos 60 minutos de
registro, apds ligadura da DAE na presente preparagdo. Embora n&o tenha sido
mensurado diretamente o fluxo simpatico cardiaco, o aumento na FC basal e na
resposta bradicardica gerada pelo atenolol apés ligadura corroboram uma elevada

discarga simpatica cardiaca.
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5.1. CURSO TEMPORAL DO DESBALANGO AUTONOMICO APOS LIGADURA
DA CORONARIA

A maioria dos estudos em humanos tém utilizado métodos indiretos para obter
informacédo sobre eventuais mudancgas na atividade simpatica apds IM. Estudos
recentes vém avaliando a concentracdo de catecolaminas no sangue de pacientes
com IM (Karlsberg, et al., 1981, McAlpine, et al., 1988, Sigurdsson, et al., 1993, Foy,
et al., 1995). Esses estudos monstraram ligeiro aumento das catecolaminas no
sangue venoso imediatamente apds IM, tendo seus niveis normalizados dentro de
12 horas; a menos que insuficiéncia cardiaca se desenvolva. Um fator limitador do
uso dessa medida na extrapolacédo da atividade simpatica dirigida para o coragao €
que a contribuicdo deste 6rgao é pequena em relagédo aos demais 6rgaos do corpo.
Portanto, apenas com base na dosagem sanguinea é incerto se ha efetivamente
aumento da atividade simpatica dirigida especificamente para o coragdo. Além
disso, os niveis plasmaticos podem ser afetados por variagcbes regionais da
liberacdo de catecolaminas e por mudangas na taxa de clearance (Esler, et al.,
1990). Sendo assim, a avaliagdo dos niveis plasmaticos de catecolaminas n&o
constitui boa estimativa do fluxo simpatico cardiaco (Esler, et al., 1990). O spillover
de catecolaminas cardiacas € um indicador mais fidedigno de atividade nervosa
simpatica cardiaca, entretanto sua utilizacdo em pacientes no poés-infarto é

dificultada por ser método invasivo (Esler, et al., 1988).

A variabilidade da frequéncia cardiaca também vem sendo investigada em
pacientes apos IM (Lombardi, et al., 1987, Bigger, et al., 1991, Lombardi, et al.,
1996). A analise da variabilidade da frequéncia cardiaca permite investigar
flutuacdes do balango autondmico que ocorrem durante periodos de tempo curtos,
com registros do ECG por 5 a 10 minutos, ou prolongados, com registros de 24h
(Task Force, 1996). Para essa avaliagdo, dois métodos sao normalmente utilizados:
um inclui medidas no dominio de tempo, usando indices estatisticos extraidos de
variacbes temporais de intervalos do pulso (ms) ou de percentuais de flutuacao
observados em ciclos adjacentes (%); e o outro, medidas no dominio da frequéncia,
a qual define e separa, por meio de analsie espectral, as diversas respostas de
frequéncia (Hz) observadas nas variagées das séries temporais de intervalos R-R
(Task Force, 1996). Apesar de esta metodologia possibilitar uma avaliagdo nao

invasiva e seletiva da funcao autondmica, as interpretagdes dos indices obtidos séo
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muito complexas, podendo gerar conclusdes incorretas ou extrapolagdes
precipitadas (Task Force, 1996). Incoeréncias tém sido descritas na literatura, tal
como: parametros do dominio de tempo parecem diminuir no pos-IM, consistentes
com retirada vagal, entretanto, o indice espectral de variabilidade da frequéncia
cardiaca de baixa frequéncia (indicador de atividade simpatica cardiaca) esta
também reduzido (Casolo, et al, 1992, Singh, et al., 1996). A sensibilidade
barorreflexa é outra medida indireta que vem sendo usada em pacientes com IM (La
Rovere, et al.,, 1998). A reducdo da sensibilidade baroreflexa, assim como a
diminuicdo da variabilidade da frequéncia cardiaca (Kleiger, et al., 1987, Farrell, et
al., 1991), constituem um importante fator prognoéstico para o aparecimento de

eventos arritmicos e mortalidade no pdés-infarto.

Todas essas metodologias indiretas que vém sendo realizadas em humanos s&o
muito importantes para analisar possiveis alteracbes da atividade autondémica
cardiaca apos IM, mas falham em fornecer informacéo sobre o curso temporal e
grau de ativagcdo simpatica. Considerando que os infartos s&o imprevisiveis,
impossibilitando obtengcdo de medidas basais (pré-infarto) e que € inviavel monitorar
a atividade de nervo simpatico cardiaco diretamente em humanos sem o uso de
métodos invasivos, a realizagdo de medidas diretas da atividade nervosa simpatica
em modelos animais torna-se crucial para esclarecer essas questdes. Conhecendo-
se o perfil temporal e o grau de ativagdo, bem como os mecanismos envolvidos na
simpato-excitagdo pos-infarto, futuras intervengbes terapéuticas poderiam ser

propostas e testadas.

Graham e colaboradores (2002) avaliaram diretamente a atividade do nervo
simpatico muscular vasoconstritor (ANSM) em um grupo de pacientes com IM e em
grupos controles combinados; estes ultimos compreendendo sujeitos normais,
pacientes com doenca da artéria coronaria e pacientes hospitalizados sem IM. Até
entdo, essa avaliagdo do nervo peroneal pela técnica de microneurografia (Wallin, et
al., 1993, Greenwood, et al., 1999) ndo tinha sido usada sistematicamente para
quantificar ANSM apés IM. Medidas foram obtidas no periodo de 2 a 4 dias, as
quais foram repetidas 3 e 6 meses em pacientes apos IM agudo ndo complicado. A
frequéncia média de ANSM estava aumentada 2 a 4 dias (primeiro ponto temporal
de medida do estudo) apds IM e essa mudanga perdurou por, no minimo, 6 meses,

evidenciando uma hiperatividade simpatica bastante prolongada. Entretanto, o inicio
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exato da hiperatividade simpatica ndo foi mostrado. De fato, ha uma grande
dificuldade de se obter tais dados de pacientes, demonstrando mudancgas

autondmicas precocemente apos o evento isquémico.

Em contraste, um estudo recente de Jardine e colaboradores (2005), no qual foram
obtidas medidas sequenciais da atividade simpatica antes e apos (por 7 dias) IM em
um modelo de ovinos nao anestesiados, demonstrou hiperatividade simpatica
sustentada. Nesse estudo, os registros foram obtidos por meio de eletrodos
colocados permanentemente nos nervos toracicos cardiacos pos-ganglionares. A
atividade do nervo simpatico cardiaco foi registrada e mostrou-se significativamente
elevada 60 minutos apds oclusdo da coronaria, alcangando valor de pico em 120
minutos e mantendo-se sustentada por 7 dias na maioria dos animais. Esses dados
séo similares ao curso temporal que observamos em nosso estudo com ligadura na
preparagao tronco cerebral-coracdo em rato. Apesar de usar diferentes abordagens
experimentais, o estudo de Jardine e colaboradores (2005) e o presente estudo

foram realizados em mamiferos e livres dos efeitos depressores dos anestésicos.
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5.2. RESPOSTAS SIMPATICAS BARORREFLEXA E QUIMIORREFLEXA APOS
LIGADURA DA CORONARIA

De acordo com o aumento observado na atividade simpatica basal, os componentes
simpaticos dos dois maiores reflexos homeostaticos estavam também alterados
quando testados 60 minutos apos ligadura da DAE. Havia uma simpato-excitagéo
quimiorreflexa exacerbada e um ganho barorreflexo (n&o cardiaco) simpatico
atenuado (ou seja, prejuizo na simpato-inibi¢do), indicando supra-regulagéo de vias

reflexas pro-simpaticas.

Pesquisadores vém sugerindo que tanto reflexos barorreceptores cardiacos e
arteriais simpato-inibitérios (Wang, et al., 1991, Mancia, et al., 1992, Mark, 1995)
quanto reflexos excitatorios, incluindo o reflexo quimiorreceptor arterial (Chua, et al.,
1996) e um reflexo aferente simpatico cardiaco (Wang, et al., 1999), podem estar
envolvidos na mediagdo do aumento da fungdo nervosa simpatica na ICC. Estudos
tém mostrado que o reflexo quimiorreceptor periférico estd aumentado em pacientes
com insuficiéncia cardiaca (Chua, et al., 1996, Chugh, et al., 1996, Chua & Coats,
1997, Chua et al., 1997). Em animais acordados com ICC induzida com marca-
passo, Sun e colaboradores (1999) mediram a atividade do nervo simpatico renal
(ANSR) em resposta a estimulagdo dos quimiorreceptores periféricos por meio de
condigdo hipoxical/isocapnica. Foi encontrado que a magnitude das mudangas na
ANSR apresentava-se maior (ou seja, maior simpato-excitagcdo quimiorreflexa) nos
coelhos com ICC do que no grupo controle. Nesses animais com ICC, a ANSR
basal em normdxia estava aumentada e, interessantemente, essa hiperatividade
simpatica ténica foi reduzida ao se promover a inibigdo dos quimiorreceptores
periféricos por meio da inalagédo de O, a 100 %; sem alteragbes no grupo controle.
Sugeriu-se, entdo, que o aumento da fungdo quimiorreflexa periférica pode
contribuir para a ativagdo simpatica tdnica durante a ICC. Estudos em pacientes
com ICC corroboram esses dados, indicando uma boa correlagdo entre
sensibilidade quimiorreflexa exacerbada e desbalanco autonémico, capturados
através de analises espectrais da variabilidade da frequéncia cardiaca (Ponikowski,
et al., 1997). Nessa investigacao, hiperdxia transiente aumentou a variabilidade da
frequéncia cardiaca (indicando diminuigcdo da atividade simpatica) nos pacientes
com ICC.
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Wang e colaboradores (2008) também relataram aumento da sensibilidade
quimiorreflexa periférica em ratos com IC (6-8 semanas apds IM). Nesse estudo, o
quimiorreflexo foi estimulado usando doses de cianeto de potassio (KCN) e
observou-se uma maior resposta de ANSR nos ratos com ICC que nos animais
Sham. Adicionalmente, demonstraram que a concomitante estimulagdo quimica ou
elétrica de aferentes simpaticos cardiacos (reflexo aferente simpatico cardiaco)
exacerbou ainda mais a resposta quimiorreflexa de ANSR gerada pelo KCN no
grupo ICC, enquanto que a inibigdo desses aferentes com lidocaina atenuou essa
resposta, demonstrando uma contribuicdo de aferentes simpaticos cardiacos

mediando um maior aumento da fungéao quimiorreflexa na ICC.

Adicionando informacao a esses estudos anteriores realizados durante insuficiéncia
cardiaca estabelecida, o presente trabalho mostrou que o componente simpatico do
quimiorreflexo periférico ja se encontra exacerbado quando testado uma hora apos
ligadura da coronaria, possivelmente contribuindo para a manutengao da elevagao
tbnica da atividade simpatica, assim como observado em condi¢cdes de hipertensao
(McBryde, et al., 2013, Paton, et al., 2013).
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5.3. TONO VAGAL CARDIACO E SUA ATIVAGAO REFLEXA

Em contraste a observagao de simpato-ativagdo generalizada, o tono vagal cardiaco
basal e a bradicardia reflexa gerada pelos barorreceptores e quimiorreceptores

periféricos ndo foram afetados quando testados 60 minutos apés ligadura da DAE.

Informagdes variaveis estdo disponiveis na literatura quanto ao comportamento

ténico e reflexo do sistema nervoso parassimpatico cardiaco apos IM.

Em relacdo ao tono vagal, alguns estudos em humanos e gatos sugerem uma
hiperatividade vagal cardiaca nos primeiros minutos/horas apés IM (Adgey, et al.,
1968, Webb, et al., 1972, Cerati & Schwartz, 1991, Rundqvist, et al., 1997). Em
gatos, Cerati & Schwartz (1991) obtiveram registros de fibra unica de eferentes
vagais cardiacos e observaram um aumento da atividade eferente durante o
primeiro minuto apds ligadura da artéria coronaria; apesar de um leve declinio, a
atividade manteve-se elevada acima dos niveis basais por, no minimo, 1 hora apés
ligadura coronarina. Webb e colaboradores (1972) documentaram atividade vagal
cardiaca aumentada 30 minutos apds infarto em 41 de 74 pacientes. Nesse estudo,
a hiperatividade vagal foi mais frequente no infarto inferior, enquanto que a
hiperatividade simpatica ocorreu no infarto anterior (comparavel a ligadura da DAE
realizada no presente estudo). Isso pode ser explicado por uma distribuicao
preferencial de aferentes vagais na parede infero-posterior do ventriculo esquerdo
que poderia reflexamente mediar o aumento na atividade vagal cardiaca.
Adicionalmente, estudo de Lombardi e colaboradores (1996) sugere uma excitagao
simpatica e uma modulagao vagal reduzida na variabilidade da frequéncia cardiaca
em aproximadamente 3 horas apds IM em humanos. No presente estudo ndo foram
observadas mudangas no tono vagal quando testado 60 minutos apds ligadura da
DAE na preparagéao in vitro de rato. A auséncia de prejuizo na atividade vagal
cardiaca tonica pode ser devida ao tempo de avaliacdo usado ou a uma diferenca

de espécies.

Quanto ao controle reflexo, um marcante prejuizo da sensibilidade baroreflexa
cardiaca (“marcador”’ de atividade vagal reflexa) tem sido bem estabelecido em
pacientes com ICC (Goldstein, et al., 1975, Thames, et al., 1993), mas o tempo
exato dessas medidas apds IM nao foi relatado. Em ratos, Kruger e colaboradores

(1997) documentaram uma sensibilidade baroreflexa cardiaca reduzida quando
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avaliada com nitroprussiato ou metoxamina aos 3 e 28 dias apds IM, mostrando
recuperagao em 56 dias. Isso difere de outro estudo em ratos que, no periodo de 6-
8 semanas apoés IM, ainda mostrou prejuizo na bradicardia reflexa barorreceptora
gerada pela estimulagdo elétrica do nervo depressor adrtico (Tu, et al., 2010).
Avaliando em horas apds o evento da oclusdo da coronaria, o presente estudo nao

mostra tais alteragdes reflexas.

Em suma, considerando as evidéncias do presente estudo e aquelas relatadas em
estudos preévios, parece que, imediatamente apds IM, o tono vagal cardiaco e seu
controle reflexo parecem estar preservados, pelo menos no que tange aos infartos
produzidos pela obstru¢cdo da artéria descendente anterior levando a isquemia e
hipéxia das paredes anterior e lateral do ventriculo esquerdo. Entretanto, um
aumento do tono vagal cardiaco pode ser observado dependendo do local em que o
infarto ocorreu (Meller & Gebhart, 1992). A preservagao da atividade vagal pode ser
importante para moderar quaisquer efeitos adversos gerados pela excessiva

atividade simpatica cardiaca.
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5.4. MECANISMOS INICIANDO A ATIVACAO SIMPATICA APOS LIGADURA DA
CORONARIA

O papel do SRA cerebral na modulacédo do fluxo simpatico e da sensibilidade
barorreflexa (Reid, 1992) na doenga cardiaca (DiBona, et al., 1995) tem sido
estabelecido. Claramente, o SRA vem sendo um alvo terapéutico importante no
manejo de pacientes com ICC (The SOLVD Investigators, 1991, Dietz, et al., 1993,
Dickstein, 2001). A eficacia dos inibidores da enzima conversora de angiotensina e
de bloqueadores dos receptores de angiotensina Il € vista como multifatorial, mas
muitos trabalhos recentes apontam para o envolvimento da angiotensina |l
modulando a fungdo simpatica no sistema nervoso central (Reid, 1992, Brooks &
Osborn, 1995, Brooks, 1997).

Um grande conjunto de evidéncias sugere que a modulagdo da atividade simpatica
pelo SRA central na ICC é mediada por receptores AT1. Dentre elas podemos

elencar:

(i) Wang & Ma (2000) tém mostrado uma concentragcéo elevada de angiotensina Il
no fluido cérebro-espinhal de caes com ICC induzida com marca-passo.

(i) A expressao de receptores AT1 esta supra-regulada em nucleos relacionados
com o controle autonémico cardiovascular, incluindo o NTS, o 6rgao subfornical e o
nucleo paraventricular apos ICC em ratos (Yoshimura, et al., 2000), e o RVLM de

coelhos apds ICC induzida com marca-passo (Liu, et al., 2006).

(i) Liu e colaboradores (2006) também demonstraram que a infusao
intracerebroventricular de losartan atenuou a supra-regulagcado dos receptores AT1
no RVLM de coelhos com ICC. Ainda nesse estudo, a infusdo
intracerebroventricular de angiotensina |l em coelhos normais estimulou as mesmas
mudangas moleculares (supra-regulacdo de receptores AT1 e expressdo de
proteinas relacionadas a essa regulagéo) observadas na ICC, sendo que esse efeito
também foi bloqueado pelo losartan; propondo com esse estudo um mecanismo

contribuinte da supra-regulacéo de receptores AT1 do RVLM na ICC.

(iv) O bloqueio central de receptores AT1 reduziu a atividade simpatica e aumentou
a sensibilidade barorreflexa em coelhos com ICC (Murakami, et al., 1997, Liu &
Zucker, 1999).



78

(v) Em ratos Wistar, a infuséo intracerebroventricular e a administragao sistémica de
losartan reduziu a hiperatividade simpatica e a PDFVE na insuficiéncia cardiaca

induzida por ligadura da artéria coronaria (Huang, et al., 2009).

Os dados do presente estudo revelaram que um mecanismo angiotensinérgico
mediado via receptores AT1 sustenta a elevacédo na descarga simpatica a partir de 3

horas apés ligadura da DAE.

Evidéncia revela que receptores AT1 localizados nos 6rgaos circumventriculares
(por exemplo, 6érgao subfornical), nucleo paraventricular hipotalamico e nucleo
supra-optico sao ativados apos IM e causam simpato-excitacdo (Huang & Leenen,
2009). De acordo com a proposta de Huang & Leenen (2009), o aumento dos niveis
circulantes de angiotensina |l causam agudamente uma ativagdo neuronal inicial do
orgao subfornical e, em seguida, ativagdo sustentada do nucleo paraventricular
promovendo a hiperativagdo simpatica. De fato, o SRA circulante torna-se
rapidamente ativado, com os niveis plasmaticos de angiotensina Il marcantemente
aumentados nas primeiras horas/dias apdés IM. Em ratos acordados, Leenen e
colaboradores (1999) avaliaram o curso temporal das mudangas na angiotensina |l
plasmatica em 6 horas, em 1, 3 e 7 dias e em 1 e 2 meses apos ligadura da artéria
coronaria, mostrando niveis aumentados em 6 horas e, em seguida, aumentos
modestos, os quais foram significantes em 7 dias e em 1 e 2 meses. Davern & Head
(2007) realizaram infusao intravenosa de angiotensina Il por 3 horas e 3 e 14 dias e
observaram que neurdnios dos 6rgaos circunventriculares (6rgao vascular da lamina
terminalis e 6rgado subfornical) foram ativados no periodo de 3 horas, enquanto
neurénios do nucleo hipotalamico (nucleo paraventricular e nucleo supra-optico)
foram ativados de forma sustentada por mais de 14 dias da infusdo de angiotensina

Il em coelhos normais.

Apesar de evidéncia desses mecanismos recentes, a presente investigagao foi
realizada em uma preparagdo descerebrada pré-colicularmente (sem barreira
hemato-encefalica funcional), desprovida das regides hipotalamicas, excluindo,
neste caso, a mediagcdo das vias angiotensinérgicas dessas regides na
hiperatividade simpatica. Além disso, é improvavel que niveis suficientes de
angiotensina circulante no perfusato estejam disponiveis mediando ativagao, devido
ao grande volume utilizado na perfusdo da preparacao (o que promove diluicdo de
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sua concentragdo). Sendo assim, sugere-se que regides bulbares estejam
mediando a simpato-excitagao observada. Nesse sentido, sabe-se que a expressao
de receptores AT1 esta supra-regulada ap6s ICC no NTS (Yoshimura, et al., 2000) e
no RVLM (Allen, et al., 1998, Liu, et al., 2006, Gao, et al., 2008, Zucker, et al., 2009).
Tais areas bulbares estavam preservadas e funcionais na presente preparagao. A
existéncia de angiotensina Il tecidual cerebral é também demonstrada pela sintese
endoégena de angiotensinogénio em astrocitos do bulbo (Bunnemann, et al., 1992).
Desta maneira, sugere-se que a ativagado angiotensinérgica de nucleos do tronco
cerebral pode ser suficiente para sustentar a hiperatividade simpatica 3 horas apds
ligadura da coronaria. Certamente, esse curso de tempo seria consistente com o
tempo necessario para sintese proteica (MacDougall, et al., 1995), e esse parece
ser o caso para expressao de receptores AT1. A exacerbagdo de um mecanismo
angiotensinérgico no NTS poderia muito bem explicar tanto o quimiorreflexo
periférico elevado quanto a resposta barorreflexa deprimida, como ja evidenciado
anteriormente (Kasparov & Paton, 1999, Paton & Kasparov, 1999, Polson, et al.,

2007), enquanto que no RVLM poderia explicar a descarga simpatica aumentada.

O mecanismo inicial que promove hiperatividade simpatica apds isquemia cardiaca
em ratos pode incluir um reflexo cardio-cardiaco simpatico espinhal. Esse reflexo foi
primeiramente relatado por Malliani e colaboradores (1969) apds ligadura da
coronaria em gatos. Brown (1967) demonstrou que fibras nervosas aferentes
simpaticas sao ativadas durante isquemia miocardica. Neurdnios simpaticos pre-
ganglionares foram demonstrados estar excitados apés IM, sendo que essa
excitacdo manteve-se sustentada apds vagotomia e transecgéo espinhal, provando-
se assim se tratar de um reflexo espinhal (Malliani, et al., 1969). A excitagdo das
fibras aferentes simpaticas cardiacas gerou aumentos na pressao arterial (Peterson
& Brown, 1971), contratilidade miocardica (Malliani, et al., 1972) e FC (Malliani, et
al., 1973). Nos presentes experimentos com transecg&do espinhal, o aumento da
atividade simpatica apos ligadura da DAE foi também observado, assim como nos
animais com medula espinhal intacta. Em relagdo a FC, essa foi mantida e ndo
diminui como observado no respectivo grupo controle, sugerindo tono simpatico
cardiaco elevado. Felder & Thames (1981) levantaram duvidas se esse reflexo seria
importante em condigdes fisiologicas, mostrando que o reflexo cardio-cardiaco

simpatico espinhal € ativado em caes com transeg¢ao espinhal, mas ndo com medula
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espinhal intacta durante a ligadura da coronaria. Eles sugeriram que vias supra-
espinhais inibem esse reflexo em caes intactos. Contudo, estudo posterior de Minisi
& Thames (1991) mostrou que a produgdo de uma maior isquemia anterior
(transmural) pode prover um estimulo mais intenso as fibras aferentes simpaticas,
as quais estao localizadas principalmente nas superficies epicardicas (Neto, et al.,
1974, Staszewka-Barczak, et al., 1976, Barber, et al., 1984), produzindo significante
resposta simpatica reflexa no cdo com medula espinhal intacta. Sendo assim,
considerando os presentes dados negativos obtidos com losartan em 1 hora apos
ligadura da DAE propdem-se um mecanismo espinhal ndo angiotensinérgico para a

iniciacao do aumento do fluxo simpatico apés ligadura da coronaria.

Além de aferentes simpaticos cardiacos, o reflexo barorreceptor arterial também
pode ser alterado simultaneamente durante isquemia miocardica devido ao seu
descarregamento, promovendo aumento reflexo na atividade do nervo simpatico
eferente (Felder & Thames, 1979). Entretanto, a presséo de perfusdo foi mantida
constante durante ligadura da DAE, excluindo o papel desses receptores na

presente preparagao.
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5.5. RELEVANCIA FUNCIONAL DA ATIVAGAO SIMPATICA IMEDIATA APOS-IM

Os presentes achados indicam supra-regulagao seletiva da atividade simpatica, sem
mudancas no tono vagal cardiaco e sua modulagéo reflexa. E razoavel assumir que
essa modulacéo inicial leva a um efeito protetor do coragao, suportando a funcao
cardiaca (Floras, 2009). Apesar de ativagédo do sistema nervoso simpatico, a longo
prazo, ser prejudicial a fungédo cardiaca na insuficiéncia cardiaca (Petersson, et al.,
2005, Floras, 2009), nos primeiros momentos apdés IM a simpato-excitagao
compensa a disfungédo da contratilidade cardiaca. Adicionalmente, o controle vagal
elevado (Vanoli, et al., 1991, Rosenshtraukh, et al., 1994) ou preservado (como
encontrado no presente estudo) na fase inicial da isquemia miocardica aguda

exerceria um efeito antiarritmico, reduzindo a mortalidade global.



6. CONCLUSOES
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» A atividade simpatica estava elevada 30 minutos apds ligadura da DAE.

» A simpato-excitagdo quimiorreflexa, em resposta ao NaCN, estava

exarcebada quando avaliada 1 hora apés ligadura da DAE.

» O ganho barorreflexo (ndo cardiaco) simpatico, em resposta a fenilefrina,

estava deprimido quando avaliado 1 hora apds ligadura da DAE.

» O tono simpatico cardiaco estava elevado quando avaliado 1 hora apés
ligadura da DAE.

» O tono vagal e o controle vagal reflexo ndo estavam alterados quando
avaliados 1 hora ap0s ligadura da DAE.

» O bloqueio de receptores AT1 atenuou a atividade simpatica 3 horas apos
ligadura da DAE.

» A transecgdo da medula espinhal ao nivel C1 n&o evitou hiperatividade

simpatica ap6s ligadura da DAE.

Em sintese, o presente trabalho mostra aumento no tono simpatico basal e na
simpatoexcitacado quimorreflexa, mas nenhuma mudanca na regulagao vagal na
primeira hora apoés ligadura da artéria coronaria. Mecanismos da medula espinhal e,
posteriormente, atividade angiotensinérgica elevada contribuem para a geragao da
simpato-excitagdo, da qual parte € dirigida ao coragdo. O entendimento detalhado
da participacdo de quaisquer mecanismos que sdo responsaveis por efeitos
deletérios em uma isquemia cardiaca pode auxiliar na elaboragcdo de futuras

intervengdes farmacoldgicas efetivas imediatamente apds IM.
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