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RESUMO

O Aceturato de Diminazeno (DIZE) é utilizado como medicamento anti- trypanosomal de uso
veterinario que é capaz de aumentar a velocidade catalitica da enzima conversora de
angiotensina- 2 (ECA-2). Portanto, o objetivo do nosso trabalho foi investigar os efeitos do
tratamento com DIZE no remodelamento cardiaco ap6s infarto agudo do miocardio (IAM).
Além disso, a proposta foi comparar os dados do tratamento com DIZE com modelo
experimental tratado com Losartan (Los). Ratos Wistar Macho foram submetidos ao
procedimento cirdrgico de oclusdo permanente da artéria coronaria esquerda para produzir
IAM, os animais controles foram submetidos ao mesmo procedimento cirirgico, porém sem a
oclusdo arterial. Apds a cirurgia os animais foram distribuidos em cinco grupos: (1) Ratos
Controles + Placebo (Con-Pla; n= 8); (2) Ratos Controles + DIZE (Con-DIZE; n= 6); (3)
Ratos Infartados + Placebo (IM-Pla; n=7); (4) Ratos Infartados + DIZE (IM-DIZE; n= 6); (5)
Ratos Infartados + Losartan (IM-Los; n= 7), foram administrados diariamente injecéo
subcutanea de 15 mg/kg (DIZE e/ou Los) e placebo (NaCl 0.9%), durante 28 dias. Apos 28
dias os animais foram anestesiados para obter as variaveis hemodinamicas intracardiaca. Apds
registro hemodinamico o coracéo foi parado em diastole com uma injecéo intravenosa de KC1
(1M). Um cateter de duplo limen foi inserido dentro da cavidade do ventriculo esquerdo (VE)
para obter os dados da curva pressdo volume. Os CoracOes foram fixados em paraformol e
processados para analise histoldgica de hipertrofia dos midcitos e contetdo de colageno. O
grupo IM-Pla apresentou aumento significativo da pressdo diastolica final do ventriculo
esquerdo (26+3,3 mmHg) e reducdo na dp/dt+ (3014 + 161 mmHg/s) e dpdt- ( -2333+91
mmHg/s) e pressdo sistolica do VE (101+3,1 mmHg), quando comparados com 0S grupos
tratados com DIZE (PDFVE: 15+1,6 mmHg/s; dp/dt+ 3884+104 mmHg/s; dpdt-: -2798+120
e PSVE: 110£0,7 mmHg) e IM-Los (PDFVE: 16+2,9; dp/dt+: 4146+131 mmHg/s; dpdt-: -
2823+136 mmHg/s e PSVE: 111+3,5 mmHg). A hemodindmica do ventriculo direito (VD)
mostrou aumento de pressdo do VD no grupo IM-Pla (40+0,6 mmHg) e reducéo da presséo
no grupo IM-DIZE (37+2 mmHg). Os grupos de IM-DIZE (0,33+0,03 mmHg/mL e
0,64+0,01 mmHg/mL) e IM-Los (0,36x0,03 mmHg/mL e 0,65+0,04 mmHg/mL)
apresentaram menor dilatacdo e rigidez no ventriculo esquerdo, quando comparados com com
0 grupo infartados sobre Pla (0,39+0,03 mmHg/mL e 0,78+0,02 mmHg/mL). O aumento da
fracdo volumétrica de colageno no VE foi parcialmente prevenido pelo tratamendo com DIZE
ou Los. A hipertrofia dos miocitos pds-infarto permaneceu inalterado pelo tratamento com

DIZE. Como esperado o tratamento com losartan atenuou o crescimento hipertrofico no



ventriclo esquerdo quando comparado aos grupos controles. Em conclusdo, nosso estudo
apresentou que o DIZE foi parcialmente eficaz para prevengdo de mudangas hemodindmicas
induzidas por infarto em ratos semelhante a observacao em ratos infartados tratados com Los.
As duas drogas também previnem o aumento da deposicdo de coldgeno no miocardio do
ventriculo esquerdo. Em relacdo a hipertrofia dos miocitos, porém, apenas Los apresentou um

efeito preventivo.

Palavras Chaves

Infarto do miocardio, ECA-2, Diminazeno, Losartan, Insuficiéncia Cardiaca



ABSTRACT

Diminazene aceturate (DIZE) is used with an antitrypanosomal action for veterinary use
which is also able to increase the catalytic efficiency of ACE-2. Thus the objective of our
work was to investigate the effects of DIZE on the postinfarction cardiac remodeling process.
Besides that, data with DIZE treatment were compared to those obtained in the same
experimental model submitted to Losartan (Los). Rats Male Wistar were submitted to a
surgical procedure to produce permanent occlusion of the left coronary artery to produce Ml,
the control animals underwent the same surgical procedure but without arterial occlusion.
After surgery the animals were divided into five groups: (1) Control Rats + Placebo (Pla-Con,
n = 8); (2) Controls Rats + DIZE (Con-DIZE; n = 6); (3) Infarcted Rats + Placebo (Pla-IM, n
=7); (4) Infarcted Rats + DIZE (IM-SAY; n = 6); (5) Infarcted Rats + Losartan (MI-Los; n =
7) were administered daily subcutaneous injection of 15 mg / kg (DIZE and / or LOS) and
Placebo (0.9% NaCl) for 28 days. After 28 days the animals were anesthetized to record the
intracardiac hemodynamic variables. After recording hemodynamic variables, the cardiac
beats were stopped diastole with an intravenous injection of KCI (1 M). A double lumen
catheter was inserted into the left ventricular cavity to obtain the record of the pressure-
volume curve. Hearts were fixed in formalin and processed to histological analysis of
myocyte hypertrophy and collagen content. The group IM-Pla presented a significant increase
in the left ventricular end diastolic pressure (LVEDP = 26+3,3 mmHg) and also a significant
reduction of +dP/dt (3014 + 161 mmHg/s), -dP/dt ( -2333+91 mmHg/s) and systolic blood
pressure (SBP = 101+3 mmHg), as compared with the groups treated with DIZE (LVEDP =
15+1,6 mmHg/s; +dP/dt 3884+104 mmHg/s; -dPdt = -2798+120 mmHg/s and SVE = 110+0,7
mmHg) or Los (LVEDP = 16+2,9 mmHg; +dP/dt: 4146131 mmHg/s; -dPdt = -2823+136
mmHg/s; SBP = 111+3,5 mmHg). The right ventricle hemodynamic revealed an increase in
systolic pressure in the IM-Pla group (40+0,6 mmHg) with a small decrease in the IM group
under DIZE (372 mmHg). The IM-DIZE (0,33£0,03 mmHg/mL e 0,64+0,01 mmHg/mL)
and IM-Los (0,36£0,03 mmHg/mL e 0,65+0,04 mmHg/mL) groups showed less left
ventricular dilatation and stiffness as compared with the infarcted group under Pla (0,39+0,03
mmHg/mL e 0,78+0,02 mmHg/mL). The volumetric fraction of collagen in the surviving left
ventricular myocardium increased, was partially prevented by DIZE or Los treatment. The
postinfarction hypertrophy of cardiomyocytes, however, remained unaffected by DIZE
treatment. As expected, treatment with losartan attenuated the hypertrophic growth in the left

ventricle. In conclusion, our study showed that DIZE was effective to partially prevent the



hemodynamic changes induced by infarction in rats similarly to the observation in infracted
rats treated with Los. The two drugs also prevented the increase in the collagen deposition in
the surviving left ventricular myocardium. In relation to the hypertrophic of cardiomyocytes,

however, only Los showed a preventive effect.

Key words

Myocardial infarction, ACE-2, Diminazene, Losartan, Heart failure
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1. INTRODUCAO

1.1 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) participa da regulacdo de diferentes
funcBes no organismo relacionadas, principalmente, ao equilibrio hidroeletrolitico e pressédo
arterial. (Oudit et al., 2003; Carey & Siragy, 2003). Em seres humanos e outros animais
existem dois tipos diferentes desse sistema: 0 SRAA classico ou circulante que, na verdade, é
um dos componentes do sistema enddcrino, e varios SRAA locais identificados mais
recentemente em varios 0rgaos e tecidos (coracao, rins, vasos sanguineos e sistema nervoso) e
que parece desempenhar papel de regulacdo paracrina nestes mesmos 0Orgdos e sistemas
(Danser et al., 1994; Paul et al., 2006., Fyhrquist & Saijonmaa, 2008).

1.2 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona Circulante

No SRAA circulante, o angiotensinogénio é produzido principalmente no figado, cuja sintese
é fisiologicamente estimulada pelos horménios glicocorticoides (secretados pelo cortex
adrenal) e estrdgenos (secretados pelas gbnadas) (Fyhrquist & Saijonmaa, 2008). O SRAA
circulatério é ativado em vérias situacdes patologicas, como na hipotensdo arterial,
insuficiéncia cardiaca (IC), restricdo de sédio, contracdo de compartimento intravascular
(desidratacdo, hemorragia, diarreia), aumento do ténus simpatico e inflamacdo (Wood et al.,
2003). Além do figado, o angiotensinogénio também é produzido nos SRAA locais s6 que em
baixas quantidades quando comparado com a producédo hepatica.

No plasma o angiotensinogénio € clivado em angiotensina | (Ang 1) pela renina, que é
sintetizada e secretada pelo aparelho justaglomerular renal a partir da pro-renina (Atlas,
1998). A pré-renina ndo é ativa, pois a estrutura da sua cadeia de aminoacidos se encontra
fechada, impedindo deste modo a clivagem do angiotensinogénio. Nos rins, a pré-renina é
convertida em renina através da quebra enzimatica na sequéncia de aminoacidos que
enclausuram o sitio ativo da enzima (Nguyen & Danser, 2008).

A Ang |, por sua vez, é clivada pela enzima conversora de angiotensina (ECA) localizada no
endotélio vascular e no plasma, formando a Angiotensina Il (Ang Il), a qual exerce seus

efeitos através de ligacdo com dois tipos de receptores presentes nas membranas celulares: o
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receptor AT1 (R-AT1) e o receptor AT2 (R-AT2). O R-AT2 é prevalente em tecidos
embrionarios e é pouco expresso em seres humanos na fase adulta. Porém, quando a Ang Il se
liga a ele, causa efeitos opostos aqueles produzidos pela ligacdo da Ang Il ao R-AT1, o qual é
bem mais abundante nas membranas celulares. A ativacdo do R-AT1 ativa uma cascata
intracelular que leva a vasoconstrigdo, apoptose, liberagdo de aldosterona (retencéo de Na* e
H,O e eliminagdo de K*), disfuncdo endotelial, proliferacdo/hipertrofia de cardiomidcitos,
fibrose, arritmia, estimulacdo simpéatica e trombose. Tais efeitos sdo opostos aqueles
produzidos pela Ang Il na ligacdo ao R-AT2, no qual promove um efeito cardioprotetor.
(Carey et al., 2003; Chung et al., 1998; Dostal & Baker, 1999)

Entretanto, com a exploragdo do SRAA, verificou-se que ele é bem mais complexo do que
considerado inicialmente. Atualmente a literatura relata que a Ang Il pode seguir uma via
alternativa e independente da ECA, formando outros peptideos biologicamente ativos, como a
Angiotensina 111 (Ang 1I1), A Angiotensina IV (Ang IV) e Angiotensina 1-7 (Ang 1-7). A
Ang 11l é produzida a partir da Ang Il através da aminopeptidase A e possui acbes muito
semelhantes as da Ang Il, via receptores AT1 e AT2 ((Donoghue et al., 2000., Crackower et
al., 2002; Danilczyk & Penninger, 2006). A Ang IV pode ser gerada a partir da Ang Il
através da aminopeptidase M. Esse peptideo biologicamente ativo tem despertado grande
interesse apds a descoberta dos receptores de aminopeptidases regulados pela insulina (IRAP)
que sdo um sitio de ligagdo e um provavel receptor (AT4) da Ang IV. As acles da Ang IV
mediadas pelo IRAP incluem vasodilatacdo renal; aumento da expressdo do inibidor do
ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), da interleucina-6 (IL-6), das moléculas de adesdo
intercelular (ICAM-1) e do fator de necrose tumoral a13 (Donoghue et al., 2000).

A enzima conversora de angiotensina-2 (ECA 2) também ¢é importante no SRAA, pois atua na
regulacdo da funcdo cardiaca e renal (Crackower et al., 2002; Danilczyk & Penninger, 2006).
Ela remove um dnico residuo (Leu) da Ang | para gerar Ang-(1-9), um peptideo com fungdes
ainda desconhecidas que, por sua vez, pode ser clivado pela ECA ou pela endopeptidase
neutra (NEP) para formar a Ang 1-7 (Brosnihan et al., 1998; Tschope et al., 2002; Donoghue
et al., 2000). Esta enzima também degrada Ang Il formando Ang 1-7, que também pode ser
sintetizada por endopeptidases neutra e prolilendopeptidase (NEP e PEP) (Coates, 2003).

A Ang 1-7, ligando-se ao receptor Mas, que é um receptor acoplado a proteina G capaz de
ativar cascatas intracelulares que se opdem aos efeitos da Ang Il induzindo produgéo de 6xido
nitrico (NO) e vasodilatagdo. Além disso, inibe a ativagdo de ERK1/2 produzindo efeito
angiogeénico, antiproliferativo e antitrombdético sendo cardioprotetor na isquemia cardiaca e

IC. Além disso, existem evidéncias de que a Ang-(1-7) interage com cininas € promove um
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aumento da resposta vasodilatadora induzida pela bradicinina, evidenciando a importancia
deste peptideo no controle do ténus vascular (Brosnihan et al., 1998; Tschope et al., 2002;
Donoghue et al., 2000). Paula et al. (1995) demonstraram, que a infusdo de Ang 1-7
potencializa as acGes da bradicinina; desta maneira, aumenta a resposta hipotensora da
bradicinina. Esses efeitos sdo mediados pelo receptor Mas (Santos et al., 2008; Varagic et al.,
2008). Todo o SRAA descrito a cima esta representado resumidamente na figura 2.

Os inibidores da ECA (captopril, maleato de enalapril, lisinopril, etc) e os blogueadores do R-
ATl (losartan, candesartan, valsartan, etc) sao capazes de aumentar os niveis de Ang 1-7 nos
tecidos e no plasma. Os inibidores da ECA vao impedir a transformagéo da Ang | em Ang II.
Assim os niveis de Ang | véo se elevar facilitando a formacéao de angiotensina 1-9 (Ang 1-9) e
posterior formacdo de Ang 1-7. Ja os inibidores do R-AT1 sdo capazes de potencializar os
niveis de Ang Il que é convertida em Ang 1-7 pela ECA-2.

Recentemente demonstrou-se que o aceturato de diminazeno (DIZE), uma droga de uso
veterinario para o tratamento de infec¢des por Trypanosoma, ativa a ECA-2 e, desta forma,
aumenta os niveis de Ang 1-7 (Kulemina & Ostrov, 2011). A ativacdo da ECA-2 tem
potencial terapéutico no tratamento de varias doencas tendo em vista o fator protetor que o
eixo ECA-2/Ang 1-7 no aparelho cardiovascular e nos rins. O potencial uso terapéutico do
DIZE no tratamento de doengas cardiovasculares tem despertado a atencdo de varios grupos
de pesquisa.

1.3 Os sistemas renina-angiotensina aldosterona locais

Os SRAA locais sdo capazes de produzir Ang Il por meio da ligacdo da renina ou pré-renina
ao receptor especifico e pro-renina (RER), localizado na superficie das células. A pro-renina
interage com o receptor de pré-renina/renina (RPR) no coracéo, cérebro, olhos, figado, rins,
entre outros locais. Essa ligacdo faz com que o sitio ativo da pro-renina seja aberto, mas néo
quebrado (como no sistema circulatério); assim, ocorrerd a ativacdo total da pro-renina
(renina) (Figura 1). Esse processo ndo enzimatico de ativacdo da pro-renina em situagdes
patologicas resulta em aumento na producdo de fator de crescimento tumoral f (TGF-B)
induzindo deposicdo de colageno e fibrose. Além disso, induz ativacdo da ERX1/2, p38,
tirosina quinase e ativa o plasmimogénio tipo | (figura 2). Essas vias de sinalizacdo nédo séo

bloqueadas pelos inibidores da ECA ou pelos antagonistas do R-AT1, sendo relatado que elas
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contribuem para a fibrose, nefrose e para a lesdo em diversos 6rgdos, incluindo o coracdo
(Kaneshiro et al., 2007; Nguyen & Danser, 2008).

Pro-peptideo
de 43

aminoéciy

N\

Prd-renina
Pré-renina Ativagéo ndo proteolitica Ativagao proteolitica
(inativa) (reversivel) (irreversivel)
A) E) c)

Figura 1. Ativacdo da renina ndo proteolitica e proteolitica. A) A pré-renina estd inativa pelo pré-peptideo
(segmento escuro) que bloqueia 0 acesso do angiotensinogénio (AGT); B) Interacdo da prd-renina com o
receptor de (pré) renina (PRR), permitindo a formacdo de Ang I; C) Remocédo proteolitica do prd-peptideo
(Adaptado de Goodman; 12 ed; p. 724).

Foram descritos dois tipos de SRAA locais. O extrinseco no qual a ECA se localiza na
superficie luminal das células endoteliais vasculares da circulacdo, e a renina circulante, de
origem renal, pode ser captada pela parede arterial e por outros tecidos (Danser et al., 1994).
O SRAA intrinseco € encontrado em diversos tecidos entre eles vasos sanguineos, coracao,
rim, cérebro e hipofise e expressam mRNAS para renina, angiotensinogénio e/ou ECA. Desta
forma, o SRAA intrinseco pode ser ativado independente do SRAA sistémico ou endocrino
(Paul et al., 2006).
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Angiotensinogénio
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de: MCP-1, IL-6, TNF-a, PAI- aumentode Aldosteronae ADH, antihipertrofico,
1, ICAM proliferacdo. Fibrose, estresse antiarritmogénico,
oxidativo antifibrotico
Vasodilatacdo, antiproliferativo, Vasoconstritor, Apoptose, retengdo Hipertrofia, fibrose,
antihipertrofico, antitrombético, de NA+, liberagdo de Aldosteronae aumento de
antiarritmogénico, liberagdo de NO Vasopressina, disfungdo endotelial, contratilidade e
arritmogénico e estimula o Sistema ADH, apoptose
Simpético <

Figura 2. Componentes do SRAA. As setas escuras mostram a via classica, e as setas claras indicam as vias
alternativas. Enzima conversora de angiotensina (ECA); Angiotensina (Ang); Aminopeptidase (AP);
endopeptidase (E); Aminopeptidases reguladas pela insulina (APRI); Prolilcarboxilpeptidase (PCP); Receptor
(pré)renina (RPR); Receptor AT1; Receptor AT2; Receptor AT4; Receptor Mas (Adaptado de Goodman; 12 ed;
p 722).

1.4 Infarto agudo do miocéardio (IAM)

Em 2011, foi registrado 17,3 milhGes de ébitos por doencas cardiovasculares em todo o
mundo, sendo que 80% desses Obitos ocorreram em paises de baixa e média renda. Dentre as
doencas cardiovasculares, o infarto agudo do miocardio (IAM), representa a principal causa
de morte no Brasil. A Organizacdo Mundial de Saude, estimou que em 2030 o namero de
mortes por doencas cardiovasculares aumentara para 23,3 milhdes (OMS, 2011).

O infarto agudo do miocéardio (IAM) é um evento patolégico isquémico que ocorre como
consequéncia da obstrucdo de uma das artérias corondrias ou de seus ramos principais. Na
maioria dos casos a obstrugdo decorre de formagdo de coagulo que se segue ao rompimento
de uma placa arterosclerotica. Apés o IAM o débito cardiaco (DC) diminui. O coragéo
desenvolve alteragbes compensatorias com variagdes moleculares, celulares e intersticiais,
desta maneira tentando reestabelecer a homeostasia cardiovascular. Este processo denomina-
se remodelamento cardiaco (Pfeffer & Braunwald, 1990)

A obstrucdo coronariana interrompe a chegada do oxigénio nas células da area afetada com
isso comprometendo a fosforilagdo oxidativa mitocondrial e a producdo aerobica de ATP
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(adenosina trifosfato). Na auséncia do oxigénio tém-se como consequéncia o acumulo de
lactato e de ions de hidrogénio, o que provoca altera¢des no sistema de transporte idnico tanto
em organelas como na membrana celular. A Na-K ATPase (bomba de sddio) é inibida,
aumentando a perda de K* e aumentando os niveis de Na** no meio intracelular. O influxo de
Na®, CI" e 4gua ocasiona intumescimento da célula. Além disso, ainda tém-se o aumento de
Ca™" citosolico, o que induz ativacdo de proteases e fosfolipases que levam ao rompimento do
citoesqueleto. A degradacdo dos fosfolipidios e as alteracdes no metabolismo dos acidos
graxos alteram a fluidez e a funcdo da membrana provocando um aumento da permeabilidade
que resulta na ruptura celular (Krieger, 2008; p.544).

O outro mecanismo de perda celular é a apoptose. Esse processo ocorre na area infartada e
ndo infartada. Nas areas remotas do IAM ocorre devido a ativacdo de algumas proteinas
envolvidas na programacao da apoptose. Na fase aguda, que compreende até 72 horas apds o
IAM, tém-se aumento na expressdo de Bax (proteina com agdo prd-apoptdtica) e reducdo na
expressdo de Bcl-2 (proteina com acdo anti-apoptotica) (Cheng et al., 1996; Schwarz et al.,
2006). Com apenas trés horas apos a isquemia € possivel verificar reducdo na razéo Bcl-2/Bax
(Simonis et al., 2008). Nessa fase ocorre também, a ativacdo da caspase 3 associada com a
liberagdo do fator indutor de apoptose (AIF, do inglés “apoptosis-induced factor’) mostrando
grande importancia na inducdo precoce da apoptose no miocardio isquémico. Esse processo
apresenta grande influéncia no remodelamento cardiaco apés IAM, fato demonstrado por
Baldi et al. (2002) que observaram associacao positiva entre 0 nimero de cardiomidcitos em
apoptose e a progressao do remodelamento ventricular esquerdo.

A liberacdo do conteudo citoplasmatico durante a apoptose no espaco extracelular é capaz de
gerar uma resposta inflamatéria aguda que prejudica também as células adjacentes, sendo de
extrema importancia para o processo de reparo e cicatrizacdo do miocardio (Frangogiannis,
2008). Vaérias substancias sdo liberadas durante apoptose, as quais apresentam funcdes
quimioataticas, desta maneira, atraindo células inflamatérias para o miocardio isquémico,
iniciando-se a resposta imune inata, que é responsavel pela limpeza dos restos celulares, além
da sintese e liberacdo de diversos fatores (Frangogiannis & Entman, 2005). Os principais
tipos celulares do sistema imune incluem os granuldcitos (neutréfilos, eosinoéfilos e basofilos),
0s mastdcitos e as células apresentadores de antigenos (macrdéfagos). A resposta inata é
desencadeada pela sinalizagdo dos TLR’s (sigla referente ao inglés “toll like receptors”), que
sdo proteinas transmembrana que medeiam a sinalizacéo intracelular, estimulando a producéo
de varias substancias, como citocinas, moléculas de adesdo e espécies reativas derivadas do

oxigénio (Erickson et al., 2008). Pelo menos 13 TLR’s ja foram identificados em mamiferos.
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Porém, no coracdo os tipos 2 e 4 sdo os principais envolvidos na resposta ao IAM (Valeur &
Valen, 2009).

A resposta imune inata inicia-se com a infiltracdo de neutrdfilos na area do infarto, os quais
sdo responsaveis pela fagocitose de restos celulares. O pico maximo deste processo ocorre no
primeiro dia ap6s a oclusdo, mantendo-se elevado até o quarto dia. No segundo dia, temos um
aumento local de macréfagos e linfocitos, permanecendo elevado por mais de quatro semanas
(Fishbein et al., 1978; Yang et al., 2002). Os neutrofilos liberam localmente
metaloproteinases (MMP, sigla referente ao inglés “matrix metaloproteinases’) que iniciam a
degradacdo do coladgeno. Os macrofagos iniciam a fagocitose do tecido necrotico, além de
produzir e liberar citocinas para estimular a proliferacdo de fibroblastos e a intensa producéo
de colageno (Lambert et al., 2008; Vilahur et al., 2011). O processo inflamatorio esta
esquematizado na figura 3.

Trés horas ap6s a obstrugdo coronariana ocorre liberacdo de algumas citocinas, como as
interleucinas; IL-6, IL-1B e o fator de necrose tumoral o (TNF-0, sigla referente ao inglés
“tumor necrosis factor”) (Deten et al., 2002; Vandervelde et al., 2007). A relacdo entre as
citocinas pro-inflamatérias e o remodelamento ventricular foi observada por Moro et al.
(2007), mostrando que a superexpressdo de citocinas inflamatérias coincide com a progresséo
da disfuncdo cardiaca e a dilatagdo do ventriculo esquerdo em ratos apds a isquemia seguida
por reperfuséo.

Apdbs 72 horas inicia-se a fase crénica do IAM, onde a resposta inflamatoria exacerbada e a
sua persisténcia produzem modificacfes na matriz extracelular que irdo contribuir para as
alteragOes estruturais e funcionais do coragdo (Stefanon et al., 2013). As adaptacdes mais
importantes consistem na sintese dos colagenos do tipo | e Il e aumento do tamanho dos
cardiomidcitos, processos que caracterizam a hipertrofia ventricular. Em sintese, a resposta
inflamatdria excessiva ap6s o infarto esta associada a efeitos deletérios sobre a estrutura e a

funcdo cardiaca (Jiang & Liao., 2010).

1.5 Remodelamento da matriz extracelular

O aumento exacerbado da resposta inflamatoria leva a modificagbes da matriz extracelular
com mudangas na forma e funcdo do coracdo, contribuindo para a faléncia miocardica
(Spinale et al., 2006). O intersticio cardiaco é composto por trés subtipos de colageno (I, Il e

V) que, apesar de representarem apenas 3% do volume miocardico, sdo 0s principais
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responsaveis pela rigidez das cdmaras cardiacas. Além do colageno, a matriz também contém
outros componentes, como a fibronectina, a laminina e a elastina (Brower et al., 2006).

O colageno sofre rapida degradacdo na fase aguda do infarto, o que leva ao deslizamento de
feixes de midcitos (evento conhecido como “slippage”) o que contribui para a reducdo da
espessura da parede ventricular e dilatagdo da cdmara ventricular (Olivetti et al., 1990;
Whittaker et al., 1991), conforme esquema mostrado na Figura 3.

Curso temporal do remodelamento
ventricular esquerdo ap6s IAM

N

Ocluséo da artéria Alteragbes estruturais

corondria e funcionais
G FASE CRONICA

Onlpéxm

12418 horas

24 ﬁbras

ETAPAS DO REMODELAMENTO VENTRICULAR APOS O INFARTO DO MIOCARDIO

Imediato (horas) Precoce (horas - dias) Crénico (semanas) Remoto (meses)

Area viavel Area viavel

NNNNNNNNNNN

Infarto

BN

Infarto Infarto

Figura 3. Desenvolvimento do infarto do miocardio. A) Apds 12 a 18 horas do IAM, infiltracdo de eosindfilos.
B) 24 horas ap6s IAM, presenca de neutrofilos e liberacdo de metaloproteinases. C) Apds 3 semanas, por¢des
periféricas do infarto sdo compostas por tecidos de granulagdo com proeminentes capilares, fibroblastos, células
linfoides e macréfagos. D) Depois de 3 meses ou mais, a regido infartada foi substituida por tecidos de
cicatrizacdo (adaptado de Vanhoutte et al., 2006 e Rubin et al., 2006). Na parte inferior da figura estao ilustradas
as etapas do remodelamento ventricular esquerdo apés IAM (Adaptado de Paul, 2003)

A degradacédo de colageno é regulada por uma variedade de citocinas inflamatorias tais como,
TNF-a, IL-6, IL-1B, TGF-p (sigla derivada do inglés “Transforming growth factor”), fator de

crescimento de tecido conjuntivo (CTGF, do inglés “Conective Tissue Growth factor”), TIMP
(do inglés “tissue inhibitor of matrix metalloproteinase”) (Creemers et al., 2001). O TGF-$
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aumenta significantemente a partir do segundo dia apds a oclusdo coronariana e permanece
elevado até a quarta semana. Esta citocina é responsavel por converter fibroblastos em
miofibroblastos com consequente aumento na deposicao de colageno. Além disso, 0 aumento
na expressdo do mRNA do CTGF ap6s o IAM esta envolvido na deposicdo de colageno na
regido infartada também a partir da segunda semana ap6s a isquemia na area ndo infartada
durante o processo de cicatrizagcdo, mostrando a participagdo do CTGF no desenvolvimento
da fibrose reativa (Dean et al., 2005). A matriz extracelular é constituida por um complexo de
macromoléculas que fornece a rede de suporte estrutural de vasos e midcitos, sendo assim
responsavel pela geometria do miocardio em repouso contribuindo também para as mudancas
desta geometria durante o ciclo cardiaco. Desta forma, alteragBes da matriz produzem
mudancas na geometria e podem alterar a funcdo do coracao (Spinale et al., 2006). Um dos
fatores determinantes no processo de remodelamento cardiaco é a alteracdo da matriz
extracelular pelas MMPs (Whittaker et al., 1991). As MMPs sdo enzimas essenciais
envolvidas na dindmica da matriz, estdo presentes no intersticio do miocardio na forma
inativa, e, quando ativadas, participam da degradacdo de colageno (Creemers et al., 2001).
Rohde et al. (1999) observaram que a inibicdo das MMPs pela administracdo de um inibidor
especifico (PD166793) reduz a dilatagdo do ventriculo esquerdo em camundongos apos o
IAM. Além disso, estudos tém demonstrado que alteracbes na atividade das MMPs estdo
associadas a progressdo da insuficiéncia cardiaca apds o IAM (Creemers et al., 2001). Diante
desses dados, observamos que no miocardio isquémico a inflamagdo e o remodelamento da
matriz estdo envolvidos no processo de reparo tecidual. Portanto, podem ser importantes alvos

terapéuticos para o controle do processo de remodelamento e prevengéo da IC.

1.6 Ativacdo Neurohumoral no Curso da Remodelamento Ventricular

A isquemia miocardica se associa a aumento dos niveis plasmatico e teciduais de
norepinefrina, um dos sinais mais precoces de ativagdo do sistema nervoso simpatico o que
contribui para aumento da contratilidade miocardica (Brum et al., 2006), para a hipertrofia
cardiaca (Marano et al., 2002), morte celular (Prabhu et al., 2003), producéao de citocinas pro-
inflamatdrias (Murray et al., 2000), dilatacdo ventricular (Machackova et al., 2010) e
arritmias. O estimulo simpatico persistente, entretanto, contribui para remodelamento
patoldgico do ventriculo e, portanto, predispde ao desenvolvimento da IC (Du et al., 1999). A

hiperatividade simpética pode ser observada na fase aguda do infarto, mas pode se manifestar
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também na fase cronica, em consequéncia do aparecimento da disfuncdo ventricular (Mill et
al., 1991).

A ativacdo simpatica cronica induz modificagdes na sinalizagdo dos receptores -
adrenérgicos, afetando diretamente o acoplamento excitacdo-contracdo (Triposkiadis et al.,
2009). Essa ativacdo causa reducdo da responsividade (dessensibilizagdo) e expressao génica
do receptor B1 no coragdo que fisiologicamente é abundante e altamente responsivo. (Perrino
et al.,, 2007). A hiperatividade simpatica pode ser reduzida através do bloqueio central do
receptor mineralocorticoide, uma vez que a aldosterona medeia parte desse processo (Huang
& Leenen, 2005). Em humanos, a ativacdo do sistema nervoso simpatico apds infarto esta
relacionada com a diminuigéo da sensibilidade baroreflexa e aumento na resisténcia vascular
(Ferguson et al.,, 1992). Um dos mecanismos propostos para explicar a génese da
hiperatividade simpatica é a ativacdo do sistema renina-angiotensina cerebral. Experimentos
feitos com infusdo intracerebral, intraventricular ou sisttmico de losartan em ratos Wistar
mostraram diminuicdo da hiperatividade simpatica e da pressdo diastolica final do ventriculo
esquerdo ap6s o IAM (Huang et al., 2009), evidenciando assim, que a ativacdo do SRAA no
cérebro desempenha um papel central no processo de remodelamento.

Durante 0 processo isquémico observa-se aumento dos niveis de Ang Il e do estresse
oxidativo no curso do remodelamento ventricular (Virdis et al., 2011). Durante 0 processo
inflamatorio os macro6fagos e fibroblastos sdo capazes de gerar espécies reativas de oxigénio
(EROs), particularmente o anion superéxido (0% ) que é gerado pela NADPH oxidase
(Harrison et al., 2000). Esta oxidase catalisa a reducdo do oxigénio molecular utilizando
NADH ou NADPH como doador de elétrons, sendo uma fonte constitutiva das EROs
(Nedeljkovic et al., 2003). Além disso, ocorre reducdo na atividade da superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) no coracdo de ratos infartados (Hill &
Singal., 1996). Essas enzimas fazem parte dos mecanismos celulares antioxidantes e
participam na dismutacdo do O,- em peréxido de hidrogénio (H,O,) pela SOD, que
posteriormente é convertido em H,O e O, pela CAT e GPx. Entretanto, essas enzimas tém um
importante papel na prevencdo da formagdo EROs (Schneider et al., 2004). As EROs séo
capazes de estimular a producéo de citocinas inflamatorias e estas sdo capazes de estimular a
producdo das EROS (Nian et al., 2004). Na fase cronica do IAM, a formacdo das EROs e as
citocinas inflamatorias ativam as MMPs e a deposi¢do de coladgeno, que contribui para a

mudanga estrutural e reparo tecidual (Deten et al., 2001).
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1.7 Remodelamento Cardiaca e Ativacdo do Sistema Renina Angiotensina

O remodelamento cardiaco pode ser definido como uma sequéncia variada de alteracGes
moleculares, celulares e intersticiais que ocorrem no miocardio e que vao se manifestar
clinicamente por alteracdes no tamanho, na massa, na geometria e na funcéo do 6rgdo, sendo
o remodelamento a principal manifestacdo clinica do IAM (Pfeffer & Braunwald, 1990). A
figura abaixo representa as mudancas no tamanho, massa e geometria do coragcdo no processo

de remodelamento ventricular apés IAM (fase aguda e cronica).

Fase aguda do IAM Expansao do IAM Remodelamento
(horas a dias) ventricular (semanas a
meses)

Figura 4. Remodelamento Ventricular apds IAM (Remme et al., 2003)

A ativacdo cronica e exacerbada do SRAA apds o IAM acarreta progressiva disfuncdo
cardiaca (Mehta & Griendling, 2007). Os macrdfagos e fibroblastos passam a expressar ECA
com aumento da producdo local de Ang I, sugerindo importante papel de regulacdo autécrina
nas reacOes inflamatoria e fibrogénica com estimulo a hipertrofia dos cardiomidcitos e
aumento da deposicdo de coladgeno (Sun et al., 2001; Busatto et al., 1997; Robert et al., 1999).
O aumento na sintese de Ang Il causa também producdo de aldosterona que € um importante
mediador da hipertrofia do cardiomiécito, fibrose e apoptose (Mulrow, 1999; Sohn et al.,
2010). Estudos experimentais e clinicos revelaram que a inibicdo da ativacdo dos
componentes do SRAA tais como, renina, ECA, AT1 e aldosterona atenua o remodelamento e
previne a insuficiéncia cardiaca apos o IAM. Além disso, outras pesquisas usando inibidores
da ECA em pacientes infartados apontaram reducdo nas arritmias, prevenindo o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca e diminuindo a incidéncia de reinfarto (Mill et al.,
1994; Schieffer et al., 1994).
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A concentragdo proteica local diminui com a necrose miocardica. As proteinas contrateis
representam cerca de 80% do contetdo proteico miocardico. Apos o IAM ocorre alteragdo da
expressao dessas proteinas, o que poderia explicar a piora do desempenho mecanico do
miocardio que sobrevive ao infarto (Mill et al., 1994; Pfeffer et al.,1979; Mill et al., 1990). O
tratamento de ratos infartados com captopril revelou preservacdo da qualidade das proteinas
expressas no miocardio remanescente ao infarto, sugerindo que as alteracBes de expressao
local de proteinas contrateis poderiam decorrer do aumento local da producdo de Ang Il e ndo
da ativacdo do SRAA sistémico. Assim, a reducdo da deposicdo de colageno no intersticio
miocéardico de ratos infartados e tratados com captopril poderia representar apenas uma das
facetas de um fendmeno mais abrangente, ou seja, uma alteracdo generalizada da sintese
protéica cardiaca.

A Ang Il pode ser degradada pela ECA-2 formando Ang- 1-7, que também pode ser
sintetizada por PEP e NEP. Além disso, a ECA-2 pode remover um Unico residuo (Leu) da
Ang | para gerar Ang-(1-9) que, por sua vez, pode ser clivado pela ECA ou pela NEP para
formar a Ang 1-7 (Brosnihan et al., 1998; Tschope et al., 2002; Donoghue et al., 2000;
Coates, 2003; Crackower et al., 2002; Danilczyk & Penninger., 2006). A ECA-2 parece ter,
portanto, papel importante na modulacéo da funcédo cardiaca. Ap6s o IAM os niveis de ACE2
e Ang-(1-7) aumentaria como um mecanismo compensatorio e protetor para o coracdo apés a
agressdo isquémica (YanFei Qi., 2013). A ativacdo desta enzima aumenta a producdo de
Angl-7 exercendo acdo protetora contra a isquemia cardiaca, acdo ja bem conhecida deste
peptidio (Der Sarkissian et al.; 2008 e Zhao Y X., 2010). Em pesquisa realizada por Kulemina
& Ostrov. (2011) observou-se que o Aceturato de Diminazeno (DIZE) é capaz de aumentar a
velocidade catalitica da ECA-2 (figura 5). Sua eficAcia como ativador da ECA-2 foi
reconhecida pelo Food Drug Administration (FDA) apds confirmacdo deste efeito em
experimentos de clivagem da Ang Il, que é considerado o principal efetor do SRAA e
substrato natural da ECA. O DIZE é um antiparasitario utilizado em veterinaria como
tripanocida e leishmanicida (Jean Moreno et al., 2006, Kroubi et al., 2010).



30

A) Subdomain I B) ACE? Site

Figura 5. Representacdo molecular da ECA-2, usado como base estrutural para o acoplamento molecular do
diminazeno (Kulemina & Ostrov, 2011). A) Na representacdo a regido da dobradica (Hinge region) separa 0s
dois subdominios da enzima que é caracterizada por uma alta acessibilidade e flexibilidade ao solvente; B)
Representacdo da ampliada da regido da dobradica em amarelo; C) Estrutura molecular da ECA-2 na sua
conformacéo aberta. As cores representam a area de superficie de acessibilidade, onde a cor vermelha representa
mais alta acessibilidade e azul a menor area de acessibilidade; o amarelo representam o local selecionado para
atuacdo do DIZE.

As acdes de protecdo cardiovascular da Ang-1-7 (Santos et al., 1988) levou a uma nova
percepgdo dos mecanismos pelos quais 0 SRAA regula a homeostasia cardiovascular. Deste
modo, a Ang-1-7 se tornou alvo de estudos nas Gltimas décadas, principalmente por terem
sido observados varios efeitos benéficos os quais sdo opostos aos efeitos deletérios
determinados pela Ang Il (Santos et al., 2000). YanFei Qi et al. (2013) observaram que 0
DIZE tém acdo protetora no miocérdio apos infarto, preservando a fracdo de encurtamento,
atenuando o aumento da presséao diastolica final no ventriculo esquerdo (PDFVE) e reduzindo
a queda da dP/dt maxima no ventriculo esquerdo. Observou-se também diminuicdo da
extensdo do infarto e redugdo da apoptose. Este tratamento também mostrou modulagdo do
RAS de uma maneira positiva, reduzindo agentes pro-inflamatérios como IL-1 B e TNF alfa
(que contribui para 0 aumento da injuria isquémica).

O remodelamento ap6s 1AM é fortemente dependente da ativacdo do SRAA local no coragéo.

H& aumento da expressdo da ECA, dos niveis teciduais de Ang Il e dos receptores AT1 (Mill
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et al., 1997). Os beneficios do uso dos inibidores da ECA no infarto do miocardio e na
insuficiéncia cardiaca ja estdo bem estabelecidos na literatura. Entretanto, existem situagdes
onde o uso de bloqueadores da ECA ou antagonistas AT1 é limitado por efeitos colaterais ou
por efeitos benéficos insuficientes. Portanto, o desvio da via da Ang Il para a Ang-1-7 através
da ativacdo da ECA-2 poderia representar uma via alternativa para controle do
remodelamento poés-infarto e prevencdo da insuficiéncia cardiaca. Dessa forma, o objetivo
principal do nosso trabalho foi de verificar se a ativagdo da ECA-2 com o uso do DIZE
poderia representar uma via alternativa para controle da fibrose reativa apos o infarto com

controle do processo de remodelamento pds-infarto e prevencéo da IC.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

- Investigar os efeitos do tratamento com DIZE no remodelamento cardiaco ap6s infarto do

miocardio experimental em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar os efeitos do tratamento com DIZE por 28 dias (crénico) na hemodinamica

cardiaca, hipertrofia e fibrose reacional miocardica em ratos infartados.

- Comparar os efeitos do tratamento com DIZE com aqueles produzidos pelo tratamento

crénico com losartan (bloqueador de receptores AT1).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e grupos experimentais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus) machos, pesando em

média 233 g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério do Centro de Ciéncias da Saude da

Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) e mantidos em condi¢bes controladas e

estaveis em biotério (temperatura 22° C, umidade de 50-70% e ciclo claro-escuro de

12/12horas) onde tiveram livre acesso a agua e racdo padrdo para roedores. Os protocolos

experimentais do presente projeto foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFES (N° do CEUA: 006/2014).

Os animais foram distribuidos em cinco grupos experimentais, de acordo com o tratamento

recebido:

a)

b)

Ratos Controles + Placebo (Con-Pla): os animais deste grupo receberam agua e racao
ad libitum, por todo periodo experimental e foram submetidos a uma cirurgia ficticia
de producéo do infarto agudo do miocérdio (IAM) e tratados por 28 dias com placebo.
Ratos Controles + DIZE (Con-DIZE): Animais submetidos & cirurgia ficticia e
tratados com DIZE por 28 dias.

Ratos Infartados-Placebo: Animais submetidos ao 1AM e tratados por 28 dias com
placebo.

Ratos Infartados + DIZE (IM-DIZE): Animais submetidos ao IAM e tratados com
DIZE por 28 dias.

Ratos Infartados + Losartan (IM-Los): Animais submetidos ao IAM e tratados por 28
dias com o bloqueador AT1 losartan.

Os tratamentos foram feitos por injecdo subcutanea diaria de DIZE (Sigma Aldrich, 15
mg/kg/dia) ou Losartan (Sigma-Aldrich, 15 mg/kg ). O veiculo da dilui¢do das drogas

(NaCl 0.9%) foi usado como placebo.

3.2 Técnica do infarto do miocardio

O 1AM foi realizado pela oclusdo permanente da artéria corondria descendente anterior

esquerda, seguindo a técnica padrdo amplamente descrita na literatura (Johns&Olson, 1954;
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Pfeffer et al., 1979) e ja padronizada em nosso laboratorio (Mill et al., 1990; Baldo et al.,
2008). Os animais foram anestesiados com mistura de 50mg/kg de cloridrato de ketamina e 10
mg/kg de cloridrato de xilazina por via intraperitoneal. Quando o animal atingiu um plano
anestésico adequado (auséncia de reflexo corneano) realizou-se a toracotomia e assepsia com
alcool 70% na altura do 4° espaco intercostal e foi realizada a incisdo (cerca de 2 cm) na pele
do animal, seguida de dissecagdo dos musculos intercostais e preparacdo de sutura em bolsa
(figura 6- A). Em seguida é feito a evisceracdo do coracdo e colocacdo de sutura com fio
mononylon 6-0 em torno dos ramos descendentes anteriores da artéria corondria esquerda
(figura 6- B e C). O coracgdo era imediatamente reposicionado na cavidade torécica a qual era
fechada por sutura em bolsa previamente preparada, ocorrendo, na maioria dos casos,
imediata recuperacdo dos movimentos respiratérios (figura 6- D). Foi realizado o
acompanhamento no eletrocardiograma para monitoramento dos diferentes tipos de arritmia
(bloqueio &trio-ventricular, batimento prematuro, taquicardia, e fibrilacdo ventricular), e a
recuperacdo dos movimentos respiratorios normais foram acompanhadas nos vinte minutos
seguintes a cirurgia. Caso necessitassem, 0s animais recebiam assisténcia cardiorrespiratoria.

Os ratos controles foram submetidos a uma cirurgia ficticia em que todos os passos cirdrgicos
foram feitos, exceto que a sutura em torno dos vasos coronarios nao foram apertada. Apos
recuperacdo da anestesia, os animais foram mantidos no biotério em gaiolas coletivas (4-5
animais por gaiola 45 x 30 x 20 cm) com racdo e agua fornecidas ad libitum. Os tratamentos
com DIZE, losartan ou placebo foram iniciados no mesmo dia da cirurgia sendo mantido até o

dia dos registros de hemodinamica (28 dias).
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Figura 6. Etapas da técnica de infarto. A) Proximo a quarto espaco intercostal foi feito uma sutura em bolsa com
fio de algoddo. B) Preparo para exteriorizacdo do coracdo. C) Exteriorizacdo do coragdo e oclusdo dos ramos
descendentes anteriores da artéria coronéria esquerda. D) Reposi¢do do coracdo na cavidade toracica a qual é
fechada por sutura em bolsa.

3.3 Hemodinamica central (ventriculos direito e esquerdo)

Apbs 28 dias da cirurgia, os animais foram novamente anestesiados com mistura de 50mg/kg
de cloridrato de ketamina e 10 mg/kg de cloridrato de xilazina, por via intraperitoneal. Apds
comprovacédo de entrada em plano profundo de anestesia (auséncia de reflexo corneano) foi
feita a disseccdo da veia jugular externa direita e da artéria carétida comum esquerda (figura
7). Um catéter (PE50) preenchido com solugéo salina heparinizada (1:1000) foi introduzido
na veia jugular e conectado a um transdutor de pressdo (TRI 21, LETICA SCIENTIFIC
INSTRUMENSTS, ESPANHA) acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (BIOPAC
SYSTEM, INC MODEL MP100). O catéter foi cuidadosamente manipulado para avangar em
direcdo a cavidade ventricular direita para obtencdo de registro, por mais de cinco minutos, da
pressdo pulsatil do ventriculo direito, apos registro estavel. A primeira derivada de pressao era
obtida eletronicamente (Mill et al., 2003;Resende et al., 2006; Resende & Mill, 2007).
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Figura 7. Cateterismo da veia jugular externa direita e artéria carétida comum direita. A) Visdo ventral do
animal com incisdo expondo a musculatura do pescoco. B) Visdo da localizacdo da veia jugular direita e da
artéria carétida comum direita (adaptado S.Lacchini)

Apbs obtencdo e gravacao das curvas de pressdo no ventriculo direito, foi introduzida uma
canula (PE10 acomplada a PE50) na artéria carotida comum esquerda. Inicialmente era obtido
registro da pressao arterial pulsatil e, em seguida, a canula era avancada lentamente até
penetrar na cavidade ventricular esquerda para registro local da pressdo por um periodo
aproximado de cinco minutos, apos registro estavel.

Os parametros de cada animal eram avaliados a partir das médias obtidas em 10 ciclos
cardiacas consecutivos em ritmo regular analisados em registros diretos em tela de
computador usando software Chart v. 7.0 (ADINSTRUMENTS INC, AUSTRALIA).

Os parametros avaliados no cateterismo ventricular direito e esquerdo foram freqiiéncia
cardiaca (FC) foi obtida através do numero de pulsos arteriais por minuto, obtida através do
namero de pulsos arteriais por minuto, além da pressdo arterial sistolica (PAS) e pressdo
arterial diastolica (PAD), pressoes sistolica do ventriculo esquerdo e direito (PSVE e PSVD) e
diastdlica final do ventriculo esquerdo e direito (PDFVE), além da derivada maxima de
contracdo e relaxamento do ventriculo esquerdo e direito (dP/dt + e dP/dt -, respectivamente),

representado na figura 8.
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Figura 8. Figura representativa de uma onda de presséo intraventricular, delimitando os pontos de onde foram
obtidos os valores de cada parametro.

3.4 Analise in situ da Dilatacdo do Ventriculo Esquerdo: Relacédo Pressdo-Volume

A curva da relacdo pressdo-volume foram obtidas seguindo a técnica descrita previamente
(Fletcher et al., 1981) e ja padronizada em nosso laboratério (Baldo et al., 2011). Apds
obtencdo dos registros hemodinamicos nos ventriculos e o animal ainda anestesiado, foi feito
uma injecdo in bolus de 0.4 mL de KCI 3 M através da veia jugular, determinando parada
cardiorrespiratdria instantanea no animal. O térax era entdo rapidamente aberto e feita incisao
na aorta para a introducdo de uma céanula de dupla-luz (PE 50 inserido em PE 90) até a
cavidade ventricular esquerda. A canula de PE 90 é ligada a uma bomba de infusdo de fluxo
continuo (Bl 2000, INSIGHT EQUIPAMENTQOS, BRASIL), representado na figura 9. Uma
pequena incisdo era feita na parede do ventriculo direito e um fio de sutura era usado para
amarrar firmemente o anel atrioventricular impedindo refluxo de liquido do ventriculo
esquerdo para o atrio esquerdo. O liquido existente na cavidade ventricular esquerda era
eliminado através de compressdo manual e, em seguida, a canula PE50 e ligada ao transdutor
de pressdo. Iniciava-se entdo infusdo de solucédo salina com fluxo de 0.68 mL/min pela canula

PE90 e registrava-se continuamente a pressao através da canula PE50. A infuséo foi feita até a
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pressdo ventricular esquerda chegar a 30 mmHg. Faz-se entdo novo esvaziamento da cavidade
ventricular esquerda (desconexdo da canula PE50 do transdutor) repetindo-se a obtencéo das
curvas pressao x volume. Destas curvas séo obtidas duas constantes (k1 e k2): a primeira (k1)
do inicio da infusdo até a pressdo atingir o valor de 5 mmHg ajustada através de regressdo
linear e cujo valor € inversamente proporcional a dilatacdo ventricular. A outra constante (k2)
é ajustada através de uma monoexponencial e diretamente proporcional a rigidez da cdmara
ventricular (Fletcher et al., 1981; Baldo et al., 2011).

Concluida a obtencdo das curvas, o coracdo foi retirado, rapidamente lavado em solucédo
salina e os ventriculos direito e esquerdo separados e pesados. Outros coragdes foram
transferidos para solucdo de paraformol (pH = 7.4) para posterior processamento para analises

histoldgicas.

Bomba de infusdo
|

/A - ¢

_{Lr‘

Transdutor de pressdo

Figura 9. Representacdo da preparacao para obtencdo da curva pressdo-volume. Adaptado de Jugdutt et al., 2007

3.5 Histologia

Os coragdes fixados em paraformol foram divididos em trés fatias transversais (&pice, anel
mediano (aproximadamente 3 mm) e base, somente o anel mediano foi utilizado para a analise

(figura 10). As fatias passaram por um processo de desidratacdo em banho de alcool,
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diafanizacdo em banhos de xilol e inclusdo em bloco com banhos de parafina. Foram feitos
cortes transversais de cada fatia com espessura de 6 um os quais foram montados em laminas
de vidro. Os cortes foram corados com picrosirius (PicrosiriusRed, F3BA, FLUKA, EUA) ou

hematoxilina e eosina (Vetec, Brasil) para as analises histoldgicas.

Base

Anel mediano

Apical

Figura 10. Esquema da preparacdo dos coragdes para histologia

3.6 Quantificacdo do colageno

A érea ocupada por colageno no miocardio remanescente ao infarto, isto é, excluindo as &reas
de fibrose reparativa (cicatriz) e de transicdo, foi avaliada em cortes transversais do ventriculo
esquerdo corados com picrosirius. Somente o colageno intersticial da camada mesocardica foi
avaliado porque as fibras musculares apresentam uma direcdo circunferencial nessa regido,
sendo evitados 0s campos com vasos sanguineos. Nos grupos IAM, somente a area
ventricular remanecente foi avaliada. As imagens foram obtidas por uma camera fotogréafica
(Sony, Japao) acoplada a um microscépio ético (BEL Engneering, Top Light B2, Italia) sob
aumento de 400 vezes. As imagens foram obtidas em cortes histologicos (6 a 8) de cada fatia
do coracdo. Seis areas de cada corte foram fotografadas. Utilizando o software especifico
(Image J, v. 1.43u, National Institute of Health, EUA) adequadamente calibrado, foi
quantificado o percentual da area ocupada pelo coldgeno em cada imagem (Suganoet et al.,

2005). Como o colageno se cora em vermelho, foi usada escala de cor para retirar as demais
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tonalidades. O valor final para cada animal foi calculado pela média de todas as imagens
obtidas.

3.7 Analise do tamanho da area de infarto

A extensdo do infarto também foi quantificada nos cortes transversais corados com
Picrosirius, por meio da planimetria digital, semelhante a descri¢Bes prévias (Fishbein et al.,
1978). Uma caracteristica relevante desse modelo de IAM experimental, é que a porcentagem
do infarto no &pice é maior que na base do ventriculo esquerdo. No entanto, o corte transverso
medial do ventriculo esquerdo, reflete o tamanho do infarto de todo o ventriculo esquerdo. O
tamanho da area de infarto estd diretamente relacionado com alteracGes funcionais cardiacas,
portanto, foram excluidos os animais com é&rea de infarto inferior a 30%, devido néo
apresentarem alteracdes hemodindmicas significativas e ndo ser uma area significante para
evoluir a IC.

O perimetro epicardico foi manualmente delimitado com o auxilio do programa de analise de
imagens, Image J. Posteriormente, o perimetro epicardico correspondente a area infartada
(delimitada pela coloracdo com Picrosirius) foi estabelecido. Todo procedimento foi realizado
também para o endocérdio. A extensdo do infarto foi apresentada como o valor percentual
médio do perimetro infartado do ventriculo esquerdo, calculado pela férmula (circunferéncia
do endocéardio + epicardio do tecido infartado/ circunferéncia do endocéardio + epicadio do
ventriculo esquerdo). O tamanho do infarto foi determinado pela média de 3 cortes
transversais (Bozi et al., 2013)

3.8 Analise da Hipertrofia

A avaliacgdo da hipertrofia cardiaca foi realizada de acordo com a técnica descrita previamente
(Lee et al., 2007; Tan et al., 2010; Ocaranza et al., 2010). Para excluir diferengas no tamanho
dos cardiomidcitos nas diferentes areas do miocardio, as laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina em cortes na regido média do ventriculo esquerdo. As imagens foram
capturadas com camera fotografica (Sony; Japdo) acoplada a um microscopio 6tico (BEL
Engneering, Top Light B2, Itdlia) sob aumento de 400 vezes. A area de seccdo transversal de

cada miocito era medida contornando cuidadosamente midcitos  posicionados
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perpendicularmente ao plano da sec¢do, com nucleo visivel e com a membrana integra. Um
total de 40 a 50 células foram medidas em cada rato na area remanescente ao infarto (septo
interventricular no grupo SHAM), excluindo a zona de borda. As medidas foram feitas

utilizando o programa de imagens ImageJ (v. 1.43u, National Institute of Health, EUA).

3.9 Analise estatistica

Os dados descritos no texto, figuras e tabelas sdo apresentados como média + erro padréo da
média (EPM). Para verificar a adequacdo dos dados a distribui¢cdo Gaussiana, foi usado o teste
de Kolmogorov-Smirnov. O coeficiente de variacdo foi usado para representar a variabilidade
da area do infarto. Comparag6es entre trés médias independentes foram feitas utilizando a
analise de variancia (ANOVA) de um fator. Quando um segundo fator foi introduzido nas
analises, a ANOVA de dois fatores foi utilizada. Quando a ANOVA foi significativa, foi
realizado o teste de Bonferroni’s para compara¢Ges multiplas. A curva de mortalidade foi
construida seguindo o modelo de Kaplan-Meier, e as diferencas entre as curvas foram
analisadas pelo teste chi-quadrado. As diferencas foram consideradas significativas quando P
<0,05.

As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism 6, e a
construgdo das figuras foi realizada com o auxilio do software GraphPad Prism 6 e do
OriginPro (v. 7.5, Origin Lab Corporation, Northampton, MA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da Mortalidade

N&o houve mortalidade entre os 21 animais submetidos a cirurgia ficticia do IAM. Porém, dos
73 animais submetidos a cirurgia do IAM, morreram 9 dos 28 animais do grupo IM-Pla, 4 dos
25 do grupo IM-DIZE e 1 dos 20 do grupo IM-Los. A mortalidade relacionada ao IM-Pla foi
de 32%; IM-DIZE 16%; IM-Los 5 %. A figura 11 mostra as curvas de Kaplan-Meyer da
mortalidade nos trés grupos de animais com IAM. Observou-se mortalidade maior e mais
precoce nos animais infartados e tratados com placebo. No grupo tratado com losartan s6

ocorreu mortalidade nos 2 primeiros dias.
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Figura 11. Curva de Kaplan-Meier para a mortalidade dos ratos ao longo de 28 dias ap6s o infarto. IM-Pla:
Infarto do Miocérdio + Placebo; IM-DIZE: Infarto do Miocéardio + diminazene; IM-Los: Infarto do Miocardio +
Losartan. Nao se detectou diferenca estatistica entre os grupos (p=0,065).

4.2 Avaliacdo da area do infarto

As médias das areas de infarto dos grupos estdo na figura 12, sendo de 43,5+1,5% para o
grupo IM-Pla (n=8); 44+1,2% para o grupo IM-DIZE (n=10) e de 41,3+2,8% para 0 grupo
IM-Los (n=7), sem apresentarem diferenga estatistica entre os grupos. Dos animais
submetidos a analise histologica foram excluidos 15 animais do grupo IM-Los, 13 animais
IM-DIZE e 10 animais IM-Pla.
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Figura 12. Representacdo da area da infartada apds vinte e oito dias da ligadura coronariana. Os simbolos
representam os dados de cada rato. Os dados foram comparados pela ANOVA de um fator com média e erro
padrdo da média, adotando a significancia de p<0,05. . IM-Pla: Infarto do Miocardio + Placebo; IM-DIZE:
Infarto do Miocérdio + diminazene; IM-Los: Infarto do Miocérdio + Losartan.

4.3 Parametros Morfométricos

Os valores médios e seus respectivos desvios-padrdo dos pesos corporais, pesos dos
ventriculos, pulmdes, rim, figado e a correcdo dos pesos dos respectivos 6rgaos pelos pesos
corporais e porcentagem de dgua nos 6rgaos encontra-se na tabela 1, onde estdo expostas as
analises estatisticas dos grupos Con-Pla, Con-DIZE, IM-Pla, IM-DIZE. Na tabela 2, onde
estdo as analises estatisticas com apenas os trés grupos infartados (IM-Pla, IM-DIZE e IM-
Los). Para realizacdo do peso médio do VD e do VE corrigido pelos pesos corporais (VD/PC
e VE/PC), foram usados animais preparados para analise bioquimica, porém essa parte do
protocolor nédo foi feita, 0s pesos dos respectivos animais estdo expostos na tabela 1 e 2.

Para o peso corporal antes da cirurgia e no final do experimento os resultados se mostraram
semelhantes (tabelas 1 e 2) em todos os grupos de animais avaliados. A andlise estatistica
mostrou que o VD/PC foram maior no grupo IM-Pla quando comparados aos grupos Con-
DIZE, Con-Pla, porém o grupo IM-DIZE sofreu uma reducdo do peso do quando comparado
ao grupo IM-Pla. O VD/PC do grupo IM-DIZE foi semelhante ao grupo IM-Pla. Apresentou
aumento significativo para o peso do pulméo e porcentagem de agua nos animais infartados,

porém n&o mostrando diferenga associada ao tratamento.
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Tabelal. Parametros ponderais avaliados vinte e oito dias ap0s a cirurgia

Con-Pla Con-DIZE IM-Pla IM-DIZE
(n=8) (n=6) (n=7) (n=6)

Peso corporal
Inicial (g) 233+8 23945 230+4 225+6
Peso Corporal
Final (g) 3637 37519 361+8 329+9
Peso final para
VD e VE (g) 344+9 33149 300+7 27518
VE (mg) 658+21 643+22 669+33 636+35
VE/PC (mg/g) 1,91+0,41 1,94+0,37 2,24+0,72 2,31+0,14
VD (mg) 190+10 223+0,01 332+33* 226+10#
VD/PC (mg/g) 0,55+0,03  0,68+0,05 1,10+0,04* 0,83+0,03*
Pulmé&o (mg) 1803+68 179571 2322+116* 2109+ 110*
Pulmao/PC 4,96+0,14  4,79+0,19 6,46+0,34* 6,41+0,77*
(mg/g)
% H20 Pulmdo 80,2+0,004  80,4+0,003 81,2+0,01* 80+0,006#
Figado (g) 14,6+0,7 15,1+0,6 14,1+0,5 13,6+0,5
Figado/PC
(mg/g) 40,22+0,5  40,28+0,23 39,05+0,13 41,33+0,2
% H20 Figado  73,3+0,001 72,240,002 73,110,005 73,210,004
Rim (mg) 1421+58 1396+69 1260+45 1203+39
Rim/PC
(mg/g) 3,91+0,02  3,72+0,02 3,49+0,02 3,65+0,01
% H20 Rim 80+0,003 790,01 78,110,004 78,4+0,02

VE, ventriculo esquerdo; VD, ventriculo direito; PC, peso corporal; Con-DIZE: Controle + DIZE; Con-Pla:
Controle + Placebo; IM-Pla: Infarto do Miocéardio + Placebo; IM-DIZE: Infarto do Miocérdio + diminazene; IM-
Los: Infarto do Miocérdio + Losartan. * p < 0,05 vs Con-DIZE e Con-Pla; #p<0,05 vs IM-Pla

Com relacdo a comparacdo entre os trés grupos infartados (tabela 2) houve diferenca
estatistica do peso médio do VD tanto com tratamento com DIZE quanto com tratamento com
losartan quando comparado ao grupo IM-Pla, porém somente o grupo IM-Los reduziu a
relagdo VD/PC quando comparado o grupo IM-Pla. No grupo tratado com losartan foi
observado reducdo do peso médio do pulmdo e pulméo/PC quando comparados com 0s
grupos IM-Pla e IM-DIZE. A porcentagem de agua no pulmao tanto no grupo IM-Los quanto

no grupo IM-DIZE foi menor que no grupo sem tratamento. N&o houve diferengas estatisticas
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entre os trés grupos com relagdo ao peso corporal inicial, peso corporal final, VE, VE/PC,
figado, figado/PC, % de H20 no figado, Rim, Rim/PC, % de H20 no Rim.

Tabela 2. Parametros ponderais entre os trés grupos infartados avaliados vinte e oito dias

apos a cirurgia.

IM-Pla IM-DIZE IM-Los

(n=7) (n=6) (n=7)
Peso corporal
Inicial (g) 230+4 2256 2407
Peso Corporal
Final (g) 361+8 329+9 329+10
Peso final para
VD e VE (9) 30047 27548 31648
VE (mg) 669+33 636+35 64727
VE/PC (mg/g) 2,24+0,72 2,31+0,14 2,05+0,85
VD (mg) 332433 226+10# 243+20#
VD/PC (mg/g) 0,89+0,04 0,83+0,03 0,78+0,07#
Pulméao (mg) 2322+116 2109+ 110 1859+93#
Pulmé&o/PC (mg/g) 6,46+0,34 6,41+0,77 5,65+0,24#$
% H20 no Pulmao 81,2+0,01 80+0,006# 80+0,008#
Figado (g) 14,1+0,5 13,6+0,5 13,3+0,7
Figado/PC (mg/g)  39,05+0,13 41,310,2 40,440,15
% H20 no Figado  73,1+0,005 73,210,004 73,110,005
Rim (mg) 1260+45 1203+39 1285495
Rim/PC (mg/g) 3,49+0,02 3,65+0,01 3,90+0,013
% Agua no Rim 78,1+0,004  76,4+0,02 78,3+0,01

VE, ventriculo esquerdo; VD, ventriculo direito; PC, peso corporal; IM-Pla: Infarto do Miocardio + Placebo;
IM-DIZE: Infarto do Miocéardio + diminazene; IM-Los: Infarto do Miocardio + Losartan. # P < 0,05 vs IM-Plg;
$ p<0,05 vs IM-DIZE

4.4 Medidas Hemodinamicas - Ventriculo Esquerdo

Nas tabelas 3 e 4 estdo apresentadas FC, PAS e PAD. Em ambas as tabelas ndo houve

diferenca estatistica significante entre esses parametros.

Tabela 3. Dados hemodinamicos da artéria carétida
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Con-Pla Con-DIZE IM-Pla IM-DIZE
(n=10) (n=10) (n=6) (n=8)

FC (bpm) 2557 24818 26119  251+8
PAS (mmHg) 103+3  109+2,2  105+2,1 1054
PAD (mmHg) 81+3  78+2,8 83+2,2 85432

FC: Frequéncia Cardiaca; PAS: Pressdo Arterial Sistélica; PAD: Pressdo Arterial Diastélica; Con-DIZE:
Controle + DIZE; Con-Pla: Controle + Placebo; IM-Pla: Infarto do Miocardio + Placebo; IM-DIZE: Infarto do
Miocérdio + diminazene; IM-Los: Infarto do Miocardio + Losartan. p > 0,05

Tabela 4. Dados hemodinamicos da artéria carotida dos trés grupos infartados

IM-Pla  IM-DIZE IM-Los
(n=6)  (n=8) (n=7)

FC (bpm) 261+9 25148 251+9
PAS (mmHg) 105+2,1 105+4 100+1,8
PAD (mmHg) 83+2,2 85%3,2 73+3,3

FC: Frequéncia Cardiaca; PAS: Pressdo Arterial Sistdlica; PAD: Pressdo Arterial Diastolica; Infarto do
Miocérdio + Placebo; IM-DIZE: Infarto do Miocérdio + diminazene; IM-Los: Infarto do Miocérdio + Losartan.
p > 0,05

Nos pardmetros hemodindmicos do VE houve diferenca estatistica significante na pressdo
sistdlica do ventriculo esquerdo (PSVE) do grupo IM-Pla (101+£3,1 mmHg; n=6) em relacédo
ao Con-Pla (113+1,7 mmHg; n=9) e Con-DIZE (122+3,1 mmHg; n=9) e encontramos
diferenca significante do grupo IM-DIZE (110+0,7 mmHg; n=8) quando comparado ao grupo
IM-Pla. Entre os trés grupos infartados apresentados, houve aumento da PSVE nos grupos
IM-Los (111£3,5 mmHg; n=7) e IM-DIZE quando comparado ao grupo IM-Pla (figura 13).

O grupo IM-DIZE (15+1,6 mmHg/s; n=8) apresentou pressdo diastdlica final do ventriculo
esquerdo (PDFVE) menor quando comparado com o IM-Pla (26+3,3) e na comparacdo dos
trés grupos infartados os grupos IM-DIZE e IM-Los foram capazes de reduzir a PDFVE de
forma estatisticamente significante. Além disso, o grupo IM-DIZE (dp/dt+ 3884+104
mmHg/s; dpdt-: -2798+120 mmHg/s; n=8) foi capaz de aumentar a dp/dt+ e a dp/dt— quando
comparado com o grupo IM-Pla (dp/dt+ 3014 + 161 mmHg/s; dpdt-: -2333+91 mmHg/s; n=
6). Em comparacgéo dos trés grupos infartados ndo observamos diferencas estatistica na dp/dt-
entre 0s grupos. Porém os grupos IM-Los (dp/dt+: 4146+131 mmHg/s; n=7) e IM-DIZE
(dp/dt+ 3884+104 mmHg/s; n=8) foram capazes de elevar a dp/dt+. Os valores dos

parametros hemodinamicos do VE estdo representados na figura 13.
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Figura 13. Funcdo hemodindmica por cateterismo do ventriculo esquerdo apds vinte e oito dias ap0s a cirurgia
do 1AM e cirurgia ficticia do IAM. Os graficos a esquerda estdo representados pelos grupos Con-DIZE; Con-Pla;
IM-Pla; IM-DIZE e os graficos a direita estdo representados somente pelos grupos infartados. PDF: Pressdo
Diastélica Final; dp/dt+: derivada maxima positiva; dp/dt-: derivada maxima negativa. Con-DIZE: Controle +
DIZE; Con-Pla: Controle + Placebo; IM-Pla: Infarto do Miocardio + Placebo; IM-DIZE: Infarto do Miocardio +
diminazene; IM-Los: Infarto do Miocardio + Losartan. *p<0,05 Con-DIZE e Con-Pla; #p <0,05 IM-Pla
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4.5 Medidas Hemodinamicas - Ventriculo Direito

A figura 14 mostra que a presséo do ventriculo direito apresentou diferenca estatistica entre o
IM-Pla (40+0,6 mmHg) com relacdo aos grupos Con-Pla (30£1,2 mmHg; n=7) e Con-DIZE
(29£0,8 mmHg; n=8) o IM-DIZE né&o se mostrou diferente dos grupos controles. Porém nao
houve diferenca estatistica da pressdo do VD entre os grupos infartados (IM-DIZE (37+2
mmHg; n=8 ) e IM-Los (36,71+0,8 mmHg; n=7)) em comparacdo ao IM-Pla (40+£0,6 mmHg;
n=6).
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Figura 14. Hemodinamica por cateterismo do ventriculo direito 28 dias ap6s o IAM ou cirurgia ficticia Os dados
do grafico a esquerda foram analisados por ANOVA dois fatores comparando os grupos. Os dados do grafico a
direita foram analisados por ANOVA um fator. Con-DIZE: Controle + DIZE; Con-Pla: Controle + Placebo; IM-
Pla: Infarto do Miocérdio + Placebo; IM-DIZE: Infarto do Miocardio + diminazene; IM-Los: Infarto do
Miocérdio + Losartan. * p < 0,05 vs Con-DIZE e Con-Pla

Nos parametros hemodinamicos a pressdo diastolica final do VD ndo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos Con-Pla (61,2 mmHg; n=7); Con-DIZE (60,4 mmHg; n=8); IM-
Pla (9,5 £1,3 mmHg; n=6); IM-DIZE (8,9£0,5 mmHg; n=8) nem apresentou diferencga
estatistica entre os trés grupos infartados IM-Pla (9,5 1,3 mmHg; n= 6); IM-DIZE (8,9£0,5
mmHg; n=8); IM-Los (9+0,9 mmHg; n =7). A dP/dt+ no VD também ndo apresentou
diferenga estatistica entre os grupos: Con-Pla (1101+49 mmHg/s; n=7); Con-DIZE (1017+29
mmHg/s; n=7); IM-Pla (120340 mmHg/s; n=6); IMD (1132+54 mmHg/s; n=8); nem
apresentou diferenca estatistica entre os trés grupos infartados IM-Pla (1203+40 mmHg/s;
n=6); IM-DIZE (1132+54 mmHg/s; n=8); IM-Los (1063£32 mmHg/s; n=7). A dP/dt- no VD
ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos: Con-DIZE (-842+43 mmHg/s; n=8),
Con-Pla (-816+43 mmHg/s; n=7); IM-DIZE (-809+44 mmHg/s; n=8); IM-Pla (-1056+30

mmHg/s; n=6). Porém apresentou diferenca estatistica na comparagao entre 0s trés grupos
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infartados, IM-Pla (-1056+30 mmHg/s; n=6); IM-DIZE (-809+44 mmHg/s; n=8); IM-Los (-
787,4+28,2 mmHg/s; n=7), como mostrado na figura 15.
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Figura 15. Hemodinamica do VD no cateterismo, mostrando os dados da pressdo diastdlica final e da —
dP/dt e dp/dt +A figura a esquerda foi testada por ANOVA de dois fatores e o gréfico a direita foi realizado
ANOVA de um fator com post hoc Bonferroni. Con-DIZE: Controle + DIZE; Con-Pla: Controle + Placebo; IM-
Pla: Infarto do Miocérdio + Placebo; IM-DIZE: Infarto do Miocardio + diminazene; IM-Los: Infarto do
Miocardio + Losartan. # p<0,05 vs IM-Pla.
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4.6 Curva Pressao Volume

A figura 16 apresenta as curvas pressao-volume de 0-30 mmHg que foi obtida apds o término
da hemodinamica. Ainda com o rato anestesiado era produzida parada cardiaca por injecdo de
KCI 3 M. No corac¢do parado era feita a injecdo continua de solugéo fisiolégica no baldo com
registro simultdneo do volume injetado e da pressdo no interior da camara ventricular. Em
nossos achados, é possivel observar um desvio para a direita nas curvas referentes aos ratos
infartados, indicando que o coracdo desses animais foi capaz de acomodar mais volume
dentro da cavidade ventricular para um determinado valor de presséo. Esta curva apresenta o
indice relativo a dilatacdo e rigidez ventricular, onde o gréfico a direita apresentou diferenca
estatistica do grupo IM-Pla (0,78+0,2 mmHg/mL; n=8) quando comparado com 0S grupos
Con-DIZE (0,590,002 mmHg/mL; n=12) e Con-Pla (0,46+0,02 mmHg/mL; n=13), porém o
grupo submetido ao tratamento do DIZE (0,64+ 0,02 mmHg/mL; n= 7) ndo apresentou
diferenca com relacdo aos grupos Con-DIZE, Con-Pla, IM-Pla. O gréfico a direita mostra que
os valores dos animais tratados com DIZE ficaram bem préximos aos valores do controle
positivo (IM-Los: 0,65+0,04 mmHg/mL; n=6), onde ambos apresentaram diferenca estatistica

quando comparados ao grupo IM-Pla.
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Figura 16. Curvas pressdo volume (A e B) obtidas com o coragdo em assistolia 28 dias ap6s o procedimento
cirrgico do IAM ou cirurgia ficticia. A esquerda esta o grafico dos grupos controles e infartados e a direita os
graficos de comparagéo dos trés grupos infartados. Con-DIZE: Controle + DIZE; Con-Pla: Controle + Placebo;
IM-Pla: Infarto do Miocéardio + Placebo; IM-DIZE: Infarto do Miocéardio + diminazene; IM-Los: Infarto do
Miocérdio + Losartan. *p<0,05 vs Con-DIZE e Con-Pla; # p<0,05 IM-Pla

A figura 17 mostra o primeiro segmento da curva pressédo-volume, no intervalo de 0 a 5
mmHg, ajustado para uma regressao linear. O indice de dilatacdo ventricular esquerda foi
obtido através da inclinacdo da reta. Pode ser observado no gréfico a direita que a regressdo
referente aos grupos infartados (IM-DIZE: 0,33+0,03 mmHg/mL; n=7; IM-Pla: 0,39+ 0,03
mmHg/mL; n=8) tem menor inclinacdo comparado com os grupos controles (Con-Pla:
0,22+0,015 mmHg/mL; n=13; Con-DIZE: 0,25+0,013 mmHg/mL; n=12), indicando maior

volume intraventricular.
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Figura 17. Curvas pressao volume (A e B) referente ao primeiro segmento da curva que é de 0-5 mmHg, obtidas
com o coragdo em assistolia vinte e oito dias apds o procedimento cirtrgico do IAM ou cirurgia ficticia do IAM.
A direita estd o gréafico dos grupos controles e infartados e a esquerda esta o grafico de comparagdo do grupo
infartado, grupo controle positivo (IML) e o grupo submetido ao tratamento do DIZE. Con-DIZE: Controle +
DIZE; Con-Pla: Controle + Placebo; IM-Pla: Infarto do Miocéardio + Placebo; IM-DIZE: Infarto do Miocéardio +
diminazene; IM-Los: Infarto do Miocéardio + Losartan. *p<0,05 vs Con-DIZE e Con-Pla.

Na figura 18 podemos observar a rigidez cardiaca que é representada pelo segundo segmento
da curva que vai de 5 a 30 mmHg. Nota-se que a curva referente ao grupo IM-Pla teve um
deslocamento para esquerda, porém o grupo tratado com DIZE melhorou a rigidez
ventricular, pois a sua curva foi deslocada para direita apresentando valores semelhantes aos

dos grupos controles Con-Pla (7+0,2 k2; n=13) e Con-DIZE. Em compara¢do com 0s trés
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grupos infartados nota-se que os animais tratados com DIZE foi capaz de reduzir essa rigidez

mostrando valores proximos a do seu controle positivo IM-Los.
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Figura 18. Curvas pressdo volume com pressdo (A e B) de 5-30 mmHg obtidas com o coragdo em assistolia
vinte e oito dias apds o procedimento cirlrgico do IAM ou cirurgia ficticia do IAM. A direita esta o grafico dos
grupos controles e infartados e a esquerda esta o grafico de comparagao do grupo infartado. Con-DIZE: Controle
+ DIZE; Con-Pla: Controle + Placebo; IM-Pla: Infarto do Miocérdio + Placebo; IM-DIZE: Infarto do Miocardio

+ diminazene; IM-Los: Infarto do Miocardio + Losartan. *p<0,05 vs Con-DIZE e Con-Pla; # p<0,05 vs IM-
Pla
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4.7 Colageno

A area ocupada por coldgeno no miocardio remanescente foi exclusiva do ventriculo
esquerdo. Houve um aumento expressivo na deposicdo de colageno foi observado nos dois
grupos infartados quando comparados com 0s grupos controles. Porém, nos animais tradados
DIZE ou losartan houve menor deposicao de colageno em relagdo aos animais infartados e

nao tratados.
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Figura 19. Avaliacdo da area ocupada por coldgeno no miocardio remanescente ao infarto apds coloragdo com
picrosirius red. Foram fotografados e analisados 6 campos para cada corte em aumento de 400 vezes. Con-DIZE:
Controle + DIZE; Con-Pla: Controle + Placebo; IM-Pla: Infarto do Miocérdio + Placebo; IM-DIZE: Infarto do
Miocérdio + diminazene; IM-Los: Infarto do Miocérdio + Losartan. *p<0,05 vs Con-DIZE e Con-Pla; # p<0,05
vs IM-Pla

4.8 Hipertrofia

A é&rea de secgdo transversa dos miocitos foi exclusiva do ventriculo esquerdo se mostrou
maior nos grupos infartados IM-Pla (427+20pm?; n=8) e IM-DIZE (417+11pm? n=10) em
relacdo ao grupo controle Con-Pla (277+6um? n=8) e CD (292+11um? ; n=6), ndo sendo
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encontrada diferenca significativa associada ao tratamento com DIZE. Em comparagdo com
os trés grupos infartados ndo houve diferenca estatistica significante entre o grupo IM-Pla
(427+20 pm?; n=8) quando comparado ao grupo IM-DIZE (417+11pm? n=10).Entretanto no
grupo IM-Los (400+16 pm?% n=7) a area média dos cardiomiécitos foi significantivamente

menor que no grupo IM-Pla.

] o]

£ 5001 ®  500-
= b * g

2 < 400- 2 < 400
s E § EV
k= E 2

S £ 300+ S 2 3004
g2 S8

S E 2001 & E 2004
w O @ O

=]

s 100 T T 400/
2 e

< 0 < 0-

Con-Pla IM-Pla Con-DIZE DIM-DIZE DM-Pla IM-DIZE IM-Los

Figura 20. Avaliagdo da hipertrofia cardiaca pela medida da éarea de seccdo transversa do midcito em laminas
coradas com hematoxilina e eosina. Foram fotografados e analisados 50 midcitos em cada corte, sob aumento de
400 vezes. Con-DIZE: Controle + DIZE; Con-Pla: Controle + Placebo; IM-Pla: Infarto do Miocérdio + Placebo;
IM-DIZE: Infarto do Miocéardio + diminazene; IM-Los: Infarto do Miocardio + Losartan. *p<0,05 vs Con-
DIZE e Con-Pla; # p<0,05 vs IM-Pla
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5. DISCUSSAO

5.1 Avaliacao da mortalidade

Apos o IAM tém-se 0 aumento da FC a fim de compensar a queda do débito cardiaco (DC). A
perda de eficiéncia da contracdo ventricular leva a aumento da pressdo de enchimento
ventricular e isso tem sido associado com o aumento de mortalidade apds o infarto (Diaz et al,
2005). Além disso, vérios outros fatores que estdo bem estabelecidos na literatura podem
contribuir para a mortalidade pos-isquemia cardiaca; como a disfun¢do hemodinamica do VE
com queda da PSVE, dp/dt+ e dp/dt-; aumento da PDFVE, bem como, hipertrofia cardiaca e
fibrose intersticial excessiva no miocardio remanescente ao infarto. Ademais da disfuncéo
hemodinamica, a mortalidade esta associada também com a extensdo da &rea de infarto, sendo
mais evidente quando a area infartada é igual ou superior a 40% (Pfeffer et al 1985). Em
nosso estudo a média da area de infarto foi de 43%, isso contribui para reducdo da funcéo
cardiaca e risco de ruptura do VE, portanto os nossos animais infartados apresenta indice de
mortalidade de 32%, ficando dentro do esperado devido a disfuncdo hemodindmica e a
impactante area infartada (figura 12).

Na literatura estd descrito que o losartan é capaz de reduzir a mortalidade apds isquemia
cardiaca. Rocher-Giudicelli et al. (1997) demostram que a administracdo de irbesartana
aumentou a sobrevida de ratos submetidos ao 1AM, de maneira dose dependente. Dahlof et al.
(2002) realizaram um estudo em humanos comparando o losartan com o atenolol e
observaram que o grupo tratado com losartan em relacdo a mortalidade cardiovascular,
acidente vascular encefalico e mortalidade total, houve reducédo de risco de 13%, 25% e 10%,
respectivamente. Porém a literatura é controversa, Hu et al. (1998) ndo evidenciaram efeito
protetor do losartan na mortalidade de ratos, submetidos a oito semanas de tratamento, apds
IAM. E nos nossos achados ndo encontramos diferencas estatistica entre os tratamento com
DIZE (16%), losartan (5%) e Placebo (32%), apresentando um p<0,065. A mortalidade é um
importante desfecho a ser analisado quando uma nova terapia é estudada no tratamento de
doengas cronicas. No entanto, é previsto que qualquer tratamento que melhore a funcdo

cardiaca apos o IAM, reduza a taxa de mortalidade e aumente a sobrevida.

5.2 Parametros Morfomeétricos
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O processo de remodelamento no infarto é evidenciado por aumento da cavidade ventricular.
Na fase aguda a dilatacdo ventricular é decorrente do processo de expansdo do infarto,
enguanto que na fase cronica a dilatacdo é decorrente do processo de hipertrofia excéntrica.
Nesse processo acontecem importantes alteracfes da matriz extracelular cardiaca, destacando-
se 0 aumento de colageno. Além disso, tém-se alteracbes no tamanho e massa do coragdo
(Zornoff et al., 2008). Cronicamente, além da dilatacdo ventricular o remodelamento é
caracterizado também por aumento do atrio esquerdo, fraces de ejecdo baixas, queda do
débito cardiaco ja em condigdes basais, e presenca de congestdo pulmonar. A capacidade do
ventriculo esquerdo em bombear 0 sangue sob pressdes adequadas esta relacionada com a
guantidade de tecido conectivo envolvido no remodelamento apds o IAM (Pfeffer et al.,
1979). A necrose da area isquémica causa perda tecidual no ventriculo esquerdo e um
processo de restauracdo é iniciado rapidamente, a fim de reestabelecer a funcdo ventricular.
(Sun & Weber, 2000).

Em nosso estudo, ap6s 28 dias do 1AM, foi possivel observar remodelamento ventricular nos
animais infartados que receberam placebo, onde evidenciamos aumento do peso do pulméo e
hipertrofia do VD sem alteragdo da massa absoluta e relativa do VE, desta forma
corroborando com os demais trabalhos produzidos neste laboratério (Mill et al., 1991 e 1997).
A massa absoluta e relativa do VE ndo sofreu mudanca significativa, mostrando desta maneira
gue os midcitos remanescentes apresentaram hipertrofia que sobrepujou a area perdida pela
necrose miocardica, uma vez que a espessura e consequentemente a massa da area de
formacdo de fibrose é menor que a do masculo original. Esse crescimento muscular foi
compensatério, sugerindo, que a hipertrofia ndo se deve apenas ao estimulo mecéanico da
elevacdo da pré-carga ou da pos-carga (Bolognese & Cerisano, 1999), mas também pode
ocorre devido a estimulos locais, via estiramento e ativacdo de mecanotransdutores, associado
a reacao inflamatdria decorrente de necrose dos midcitos, que promovem a liberacdo de
fatores de crescimento que estimulam a hipertrofia e fibrose (Sadoshima & lzumo, 1993;
Suzuki Y., 2003).

A hipertrofia do VE é diretamente relacionada a area do infarto. Nosso achados estdo
alinhados com os dados apresentados por Mill et al. (1991) em estudo morfométrico do
coracdo de ratos com infarto de média extensdo, mostrando que o crescimento hipertréfico no
VE infartado é suficiente para recuperacao quase que completa da massa de VE.

Nossos resultados apontaram hipertrofia de ventriculo direito em animais infartados tratados

com placebo, onde observamos aumento da massa absoluta e relativa do VD. Esse aumento
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poderia ser atribuido a dois fatores: 1) a estimulacdo mecanica desencadeada pela hipertensdo
pulmonar e; 2) a ativacdo do sistema neuro-hormonal sistémica ou local (Anversa P et al.,
2000). Apds o infarto agudo do miocardio, frequentemente, ocorrem diferentes graus de
disfuncdo diastdlica do ventriculo esquerdo. Em consequéncia dessa disfuncdo, ocorre
congestdo pulmonar com aumento da pressao capilar no 6rgdo e consequente sobrecarga do
ventriculo direito levando a hipertrofia dos midcitos. Estd hipertrofia também poderia ser
dependente da acédo trofica dos mediadores neuro-hormonais liberados ap6s o infarto agudo
do miocardio, como a propria angiotensina Il, que ao acoplar aos receptores especificos, ativa
mediadores intracelulares que promovem a expressdo de proto-oncogéneses promotores da
sintese proteica (Unger T., 1996; Lorell BH, 1999) A hipertrofia de VD é um indicativo da
instalacdo e evolucdo da insuficiéncia cardiaca (IC) (Davidoff et al., 2004; Pererira et al.,
2005)

Vaérios estudos tém mostrado o surgimento da hipertrofia ventricular direita em fase tardia,
com trés semanas ap0s infarto (Pffefer et al. 1985; Anversa et al., 1984; Afzal & Dhalla,
1992; Nahrendorf et al., 2003). Desta forma, nossos achados corroboram com esse conceito,
pois encontramos hipertrofia de VD no grupo IM-Pla com quatro semanas ap0s a isquemia
cardiaca.

No presente trabalho, observamos que o tratamento com DIZE ap6s IAM foram eficazes em
prevenir, ainda que parcialmente a hipertrofia do VD (tabela 1). O losartan também foi capaz
de atenuar a hipertrofia do VD (tabela 2). Muito provavelmente essas drogas atenuaram o
grau de congestdo pulmonar nos ratos infartados que se traduz neste protocolo na reducédo da
porcentagem de dgua nos pulmdes. Este achado corrobora com estudo realizado por Vinayak
S et al. (2013), que observou reducdo da hipertrofia do VD em animais com hipertenséo
pulmonar tratados com DIZE. A reducdo da hipertrofia do VD em nosso estudo pode ter
ocorrido mediante a ativacdo de ECA2 com consequente aumento de Ang 1-7. Estudo
realizado com ratos Sprague-Dawley com hipertrofia ventricular direita induzida por
bleomicina apresentou menor hipertrofia nos ratos que superexpressaram a Ang-(1-7) ou a
ECAZ2. Por outro lado, a delecdo do gene da ECA2 impede que tais efeitos benéficos se
manifestem em modelos de estudo de cardiopatias (Shenoy et al., 2010). Os efeitos benéficos
do DIZE também podem ser devidos a sua agdo na prevencao do desequilibrio do SRAA e
devido a modular varias citocinas pro-inflamatdrias associada com lesdo (YanFai Qui et al.,
2013). Desta forma, podendo explicar em parte nosso resultado obtido pelo tratamento

farmacolégico com DIZE.
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Resultados semelhantes aos obtidos em nosso estudo com tratamento com losartan foram
evidenciados por outros autores (Mulder P et al., 1997; Ambrose et al., 1999) que observaram
reducdo da massa ventricular em coracgdes infartados de ratos tratados com inibidor da ECA
ou com antagonista de receptores AT1. Quando comparado os trés grupos infartados, o grupo
que recebeu o tratamento com losartan teve reducdo na massa absoluta e relativa do VD,
quando comparado aos grupos IM-Pla e IM-DIZE, além de reducdo da porcentagem de agua
no pulmé&o nos grupos IM-Los e IM-DIZE. Desta forma, o losartan mostrou-se mais eficiente

para reducdo de congestdo pulmonar e, consequentemente, diminuicdo da progresséo de IC.

5.3 Medidas Hemodinamicas- Ventriculo Esquerdo

O desequilibrio no SRAA, resultante da isquemia cardiaca, aumenta a atividade do eixo
(ECA/ANglI/AT1) causando vasoconstricdo, apoptose, liberacdo de aldosterona, disfuncéo
endotelial, proliferacdo/hipertrofia, fibrose, arritmia, estimulo do sistema nervoso simpatico,
trombotico. E aumento da atividade do eixo (ECA2/Angl-7/Mas) induz vasodilatacéo,
producdo NO, inibe a ativagdo de ERK1/2 tendo efeito angiogénico, antiproliferativo,
antitrombatico e é cardioprotetor na isquemia cardiaca e insuficiéncia cardiaca (Carey et al.,
2003; Chung et al., 1998; Dostal & Baker, 1999; Brosnihan et al., 1998; Tschope et al., 2002;
Donoghue et al., 2000) . A expressdo da ECA2 aumenta na fase inicial do infarto atuando
como mecanismo compensatorio. No estagio de IC sua expressao diminui significativamente
(Sumit K et al., 2010).

Esse desequilibrio do SRAA contribui para disfuncdo hemodinamica apds IAM, desta forma,
elevando a PDFVE e a diminuicdo dP/dt+, dP/dt- estdo deteriorados no VE tanto
precocemente como cronicamente apos o IAM (Saito et al., 2003; Sartorio et al., 2005; Faria
et al., 2011, DeFelice et al., 1989; Mill et al., 2003). Pesquisas mostram que incrementos na
PDFVE estdo linearmente associados a variagdes na extensao do infarto, mostrando que em
infartos extensos ha aumento expressivo na PDFVE (Pfeffer et al., 1979; Saraiva et al., 2007;
Santos et al.,2009). Nossos dados corroboram essa ideia, mostrando niveis bastante elevados
de PDFVE ap0s o infarto, além de reducdo da dP/dt+, dP/dt-. Esses parametros foram
melhorados pelo tratamento com DIZE e efeitos semelhantes de melhoras nos parametros
hemodindmicos foram causados pelo losartan. O favorecimento dos parametros
hemodinamicos causados pelo DIZE pode ter ocorrido pelo aumento da atividade catalitica da

ECAZ2, que vai aumentar os niveis de angl-7, desta forma, pode atuar como feedback positivo.
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Entretanto, as melhoras produzidas pelo losartan se deve a inibicdo do receptor AT1,
impedindo a ligacdo da ang Il, com maior acumulo de angll, podendo ser convertida para
angl-7, o que vai contribuir para a melhora a hemodinamica dos animais (Wanga X et al.,
2016; Kulemina & Ostrov, 2011). Essa capacidade de producdo de ang 1-7 pelos dois
tratamentos explica em partes a semelhanca na melhora hemodindmica apds isquemia
cardiaca.

A superexpressdao da ECA2 pode melhorar a fungéo cardiaca (Der Sarkissian et al., 2008;
Zhao et al., 2010) e a deficiéncia dessa proteina traz prejuizo na pressao arterial sistélica
(Bodiga et al., 2011), na contratilidade e no relaxamento do ventriculo esquerdo (Oudit el al.,
2007; Yamamoto et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que a superexpressao de Angl-7
no coracdo aumentou significativamente a funcdo contratil do ventriculo esquerdo quando
comparado com animais controle (Ferreira et al., 2010). Este beneficio também foi
demonstrado em condicOes patoldgicas, onde a infusdo de Angl-7 foi capaz de prevenir a
disfuncdo cardiaca em modelo de infarto do miocéardio, impedindo a diminuicdo da pressao
sistdlica e 0 aumento da pressdo diastolica final do ventriculo esquerdo (LOOT et al., 2002).
Em modelo de isquemia/reperfusdo, a Angl-7 melhorou a funcdo contratil miocardica apos o
periodo de isquemia em coragdes isolados de ratos (Ferreira et al., 2002).

Além disso, apds o IAM os niveis citocinas pré-inflamatdrias; tais como a IL-1p ¢ TNF-a sdo
elevados, contribuir para o desenvolvimento e progresséo de lesdo isquémica (Testa M et
al.,1996; Torre-Amione G et al., 1996). O eixo ECA2 / Angl-7 / Mas possui uma funcéo
anti-inflamatoria (Ferrario CM et al., 2005). Pesquisas realizadas por YanFei Qi et al. (2013),
observou que o DIZE é capaz de impede o aumentos nas citocinas pré-inflamatorias, e
células de macrofagos, esse compostos tem importancia na influenciar de muitos eventos
patoldgicos, de forma direta e indireta. A superexpressdo de Angl-7 e tratamento com DIZE
diminui citocinas pré-inflamatoérias pulmonares em modelos de doenca pulmonar (Shenoy V
et al.,, 2010; Shenoy V et al., 2013) Essa descoberta pode explicar em partes as melhoras
hemodindmicas causadas pelo DIZE.

Em sintese, nossos achados tanto com tratamento com DIZE quanto com tratamento com
Losartan foram capazes de melhorar de forma semelhante as fungdes hemodinamicas do VE
apos IAM.

5.4 Medidas Hemodinamicas- Ventriculo Direito
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O VD tem como fun¢do bombear o sangue para os pulmdes a fim de realizar trocas gasosas,
possui uma camada muscular menor que a do VE e encontra-se menos envolvido em doencas.
Em algumas patologias cardiovasculares as alteracbes no VD sdo consideradas como
consequéncia da doenca tendo um papel secundario (Campana et al, 2004; Voelkel et al
2006). Sabe-se que o aumento da pressdo de enchimento do VD esta associado a sinais de
deterioracdo ventricular e de reducédo da sua contratilidade (Campana et al, 2004).

A disfungédo do VE tem como consequéncia a vasoconstric¢ao arterial pulmonar, sobrecarga e
hipertrofia do ventriculo direito, com consequente aumento da presséo do VD. A insuficiéncia
do VE apds isquemia cardiaca estd associada com a elevacdo da pressdo do VD e hipertrofia
do VD (Anversa et al, 1985). Quando a presséo de enchimento do VE se eleva, a presséo
sistélica do VD aumenta para manter o gradiente de pressdo para o leito pulmonar. Em
experimentos com ratos com IC, nota-se hipertrofia de VD acompanhada com aumento da
PDFVE (Norman & Coers., 1960 Pfeffer 1979). A disfuncdo ventricular direita ocasionada
em decorréncia da insuficiéncia ventricular esquerda cronica leva a inabilidade na
manutencdo do fluxo de sangue requerido para manter adequadamente a pré-carga do
ventriculo esquerdo. Fica evidente que a funcdo ventricular direita pode se tornar a via final
na progressdo da IC sendo esta fun¢do uma indicadora bem sensivel de pior diagnéstico apds
o infarto do miocérdio (Voelkel et al., 2006).

Em nossos achados foi observado no grupo IM-Pla aumento da PDFVE e hipertrofia do VD e
aumento da PSVD quando comparados aos grupos controles, podendo ser indicativo de IC.
Porém o tratamento com DIZE apresentou reducdo da pressdo do VD, ndo mostrando
diferenca estatistica com os grupos controles (Con-Pla e Con-DIZE) e quando comparado 0s
grupos infartados tanto o DIZE quanto o losartan ndo foram capazes de reduzir a pressdo do
VD (figura 14). Rigatto et al. (2013), mostrou que o DIZE foi capaz de diminuir a pressdo
sistélica do VD e mostrou melhora no equilibrio do sistema nervoso autbnomo, assim
podendo diminuir a remodelamento do VD.

Além disso, nossos achados mostra aumento da dp/dt- do VD em animais infartados e
tratados com placebo, tanto o DIZE quanto o losartan foram capazes de reduzir esse
paramentro quando comparado com o grupo IM-Pla. Em estudo realizado com animais com
hipertensdo pulmonar e que foram tratados com DIZE, apresentou melhora no parametro de
dp/dt- quando comparado com o animal com hipertensdo pulmonar sem ser submetido a
qualquer tratamento (Vinayak S., 2012)

Entretanto, o DIZE, como um ativador de ECA2, que aumenta a producdo de angl-7 via

receptor Mas pode promover angiogénese. Além disso, a angl-7, também tem sido
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evidenciada com acdo na modulacdo e funcdo da hematopoiese de células progenitoras
(Heringer WS et al., 2009; Wang Y et al., 2010). YanFei Qi. (2013) observou em ratos
infartados aumento de CPCs (do inglés endothelial progenitor cells) na area peri-infartada do
coracdo isquémico, e aumento circulante de EPCs (do inglés cardiac progenitor cells), e
restauracdo da densidade capilar, nos quais estdo correlacionados com uma melhoria da

funcdo cardiaca tanto do VD quanto do VE.

5.5 Curva Pressao Volume

O processo de remodelamento ocorre como uma resposta adaptativa, que se manifesta
clinicamente por alteracdo no tamanho, na massa, na geometria e na fungdo do coracao, tendo
como objetivo de manter a funcdo da bomba cardiaca (Pfeffer & Braunwald, 1990). A
presenca de segmentos da parede com material ndo contratil gera uma sobrecarga para as
areas remanescentes da camara cardiaca, o que induz hipertrofia com padrdo excéntrico
nessas regides que, acompanhada do deslizamento de fileiras de miocitos, leva ao aumento
volumeétrico da camara. O processo de remodelamento é influenciado por estresse mecanico,
resposta inflamatoria, ativacdo neurohumoral e ativacdo de metaloproteinases de matriz
celular.

Nossa analise da relacdo pressdo-volume mostrou dilatacdo ventricular excessiva nos animais
vinte e oito dias apos o infarto, evidenciado pelo desvio da curva para a direita tanto para
dilatacdo quanto para rigidez (maior volume) - (figuras 16, 17 e 18). A dilatagdo esta
relacionada a expansdo ventricular devido a extensa area do infarto, estando associada a um
pior prognostico (Norris et al., 1992; Nijland et al., 2002). Fletcher et al. (1985) mostraram a
relacdo entre a extensdo do infarto e a dilatacdo ventricular esquerda em ratos. Além disso, a
dilatagdo ocorre de forma progressiva, sendo iniciada nos primeiros dias seguidos ao infarto
(Moro et al.,2007). Em nosso trabalho, o tratamento com DIZE e o tratamento com Losartan
obteve menor dilatacdo e consequente menor expansdo ventricular. Informagdes na literatura
sobre 0o DIZE é bem escasso, porém YanFei QI et al. (2013) encontrou em seu estudo
diminuindo o tamanho do infarto e apoptose, assim podendo reduzir a dilatacdo ventricular
causada pelo IAM.

Palojoki et al. (2001) mostraram que a apoptose na area remanescente ao infarto esta
vinculado a deterioracdo da funcdo ventricular e progressdo da insuficiéncia cardiaca. Além

disso, aumento da taxa de apoptose na area remanescente ao infarto esta diretamente ligada ao
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desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca ap6s IAM em ovelhas (Jiang et al., 2003). Assim,
um possivel efeito anti-apoptotico relacionado diretamente no coragdo efeito sobre menor
gasto metabdlico, estabilizacdo e preservacdo da funcdo mitocondrial, reducdo da
hiperatividade adrenérgica ou indiretamente com menor estresse hemodinamico ao aumento
de ECA 2 ou ao bloqueio do R-AT1 pode explicar parcialmente os nossos achados.

Além disso, Yamagishi et al. (1993) mostraram a participacdo da Ang Il agindo pelo seu
receptor AT1 levando a dilatacao ventricular apds o infarto. Descri¢des similares foram feitas
por Nishikimi et al. (1995) mostrando a participacdo do sistema renina angiotensina na
dilatacdo ventricular e na progressao para a insuficiéncia cardiaca ap6s isquemia cardiaca em
ratos. Os receptores para Ang Il sdo expressos precocemente apds isquemia cardiaca (Sun &
Weber, 1994). A expressdo Qénica para 0 receptor AT1 encontra-se aumentada
expressivamente com apenas 24 horas apos a oclusdo coronariana. Portanto na regido nao
infartada, esse aumento foi identificado com apenas uma semana ap0s a isquemia cardiaca
(Nio et al., 1995). Além disso, camundongos com superexpressdo cardiaca de Ang Il
apresentam grande dilatacdo ventricular ap6s IAM (Xu et al., 2007).

O colageno ocupa aproximadamente 3% do volume miocardio, representando o principal
componente responsavel pela rigidez das camaras cardiacas. Vista disso, mudancas tanto no
contedo como na distribuicdo do colageno estabelece grandes alteracGes nas propriedades
passivas da parede miocardica (Robinson et al., 1988). Na curva referente a rigidez podemos
observar um deslocamento a direita no grupo de animais infartados sem qualquer tratamento
farmacolégico, alem disso, tém-se aumento do colageno (figura 16 e figura 19) o que
contribui para essa rigidez da camara ventricular. Os animais tratados com losartan e tratados
com DIZE apresentou reducdo na rigidez deslocando a curva para esquerda e diminuigdo na
deposicdo de colageno, evidenciadas nos resultados nas figuras 16 e 19. Estudo realizado com
DIZE em animais infartados mostra preservacdo na funcdo cardiaca e atenua a
remodelamento cardiaca ap6s IAM, o que corrobora com nossos achados. Os efeitos
benéficos do DIZE pode ser resultado da possivel prevengdo do desequilibrio do SRA, que
pode ter ocorrido possivelmente por aumento dos niveis de ang 1-7 que possui efeitos pro-
inflamatdrios, que foi evidenciado por YanFei Qi., (2013) apds isquemia cardiaca, o DIZE foi

capaz de reduzir citocinas pro-inflamatorias associada com leséo produzida pelo IAM.

5.6 Colageno
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Mediante a oclusdo da artéria coronéria, 0 coladgeno é intensamente degradado na regido
infartada por células inflamatorias infiltradas no miocéardio infartado e com a progresséo das
alteracdes cardiacas a deposicdo de colageno € aumentada no miocardio remanescente
(Fishbein et al., 1978; Cannon et al., 1983; Vanhoutte et al., 2006; Leite et al., 1995; Mill et
al., 2003). Observamos em nosso estudo, semelhante ao descrito por outros autores, um
aumento bastante significativo no conteddo de colageno no miocardio remanescente ao
infarto, evidenciado na figura 19 dos resultados. Esse excesso de colageno contribui para o
déficit da contratilidade e do relaxamento miocéardico observado em nosso estudo (figura 13),
além de favorecer a disfuncédo diastdlica e a progresséo para a insuficiéncia cardiaca. A Ang Il
quando ligada ao RAT1 em fibroblastos é um contribui para o processo de deposicéo
excessiva de colageno no tecido remanescente ao infarto (Sun et al., 1995; Wilke et al., 1996;
El-Sabban et al., 2000; Zornoff et al., 2000). Busatto et al. (1997) evidenciou no miocéardio
remanescente de ratos infartados aumento da atividade da ECA, que é o principal substrato da
Ang | para formacdo de Ang Il. Dados semelhantes foram relatados por varios autores
(Schieffer et al., 1994; Mill et al., 1997; Resende et al., 2006). Sun et al. (1996) observaram o
aumento na expressdo da ECA em miofibroblastos trés dias apés o infarto, com consequente
aumentando a deposicdo de coladgeno. A estimulacdo dos receptores AT1 pela Ang Il induz
diversos efeitos no coracdo, dentre eles a proliferacdo de colageno (Crabos et al., 1994;
Iwami et al., 1996). Ju et al. (1997) mostraram aumento progressivo do colageno na area
viavel apds o infarto, sendo revertido apds bloqueio dos receptores AT1, evidenciando 0s
efeitos pro-fibroticos mediados pela Ang Il. Esse achado corrobora com o nosso resultado,
que o bloqueio do RAT1 foi capaz de reduzir a deposicao de colageno (figura 19).

A éarea do miocardio remanescente ao infarto ocupada por colageno, excluindo as areas de
transicdo, foi avaliada em cortes transversais do ventriculo esquerdo corados com picrosirius.
Um aumento expressivo na deposicdo de colageno foi observado nos dois grupos infartados
(IM-Pla e IM-DIZE) quando comparados com o0s grupos controles. Porém o0s animais
submetidos ao tratamento farmacoldgico com Dize e o tratamento com losartan reduziram
parcialmente a deposicdo de colageno quando comparado ao IM-Pla. Isso possivelmente
ocorreu, pois segundo a literatura o DIZE atua no eixo ACE2 / Ang- (1-7) / Mas e possui uma
fungéo anti-inflamatoria. Em pesquisa realizada o DIZE foi capaz de impedir o aumento de
citoquinas pro-inflamatorias, e células de macrofagos (YanFei Qi et al., 2013). O losartan
também apresenta efeitos pro-infllamatorios, devido a sua inibicdo sobre o R-AT-1,

contribuindo para a ligacdo da Ang 11, sobre o R-AT-2, além de aumentar os niveis de Ang 1-
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7, ambos com acdo pro-inflamatéria (YanFei Qi et al., 2013; Campbell et al., 1995; Kabour et
al., 1994)

5.7 Hipertrofia

A hipertrofia ventricular € uma resposta adaptativa que ocorre apds o IAM com o proposito de
compensar a sobrecarga hemodinamica, atenuar a dilatagdo ventricular e estabilizar a funcéo
contratil. A sobrecarga hemodindmica produzida apds isquemia cardiaca, ativa alguns
mecanismos compensatorios, dentre eles o mecanismo de Frank-Starling para aumentar a
formagdo de pontes cruzadas, o aumento da massa ventricular para compensar a carga
adicional, e a ativacdo neuro-humoral. O mecanismo de Frank-Starling e limitado nessas
condicdes de perda excessiva de tecido contratil (Mill et al., 1990). A ativacdo do sistema
nervoso simpatico contribui para hipertrofica cardiaca e exerce efeitos deletérios diante da
ativacdo cronica (Marano et al., 2002), assim, inicialmente o0 aumento na massa ventricular
desempenha um papel critico na compensacdo hemodinamica apés o infarto.

Vinte e oito dias apds o infarto, os animais apresentaram grande aumento da area de sec¢do
transversal do midcito, porém sem efeito significativo associado ao tratamento com DIZE,
somente o losartan atenuou o grau de hipertrofia adaptativa pés-IAM, quando comparado ao
grupo IM-Pla (figura 20). Apoiando nossos resultados, outros autores identificaram
diminuicdo do processo hipertréfico, apés o infarto, com bloqueadores de receptores AT1
(Schiefer B et al., 1994; Taylor K., 1998)

A reducdo de hipertrofia causada pelo grupo de animais tratados com losartan, pode ter
ocorrido devido a inibi¢do dos receptores AT1 nos midcitos impedindo a ligacdo da Angll.
Tais receptores, quando estimulados, ativam a fosfolipase C com consequente formacdo de
diacilglicerol e IP3 (trifosfato de inositol). O diacilglicerol estimularia o crescimento celular,
via ativagdo da fosfoquinase C, enquanto o IP3 aumentaria os niveis de Ca?* livre no citosol
(Griedling KK., 1992), desta forma a Angll contribui para o processo de hipertrofia direta no
coragdo, independente de alteragdes hemodindmicas. Pesquisas realizadas por Griedling KK.
(1816 e 1986) corrobora com esta afirmativa que observou efeito hipertrofico desse peptideo
em cultura de midcitos, Entretanto, a hipertrofia apds IAM é multifatorial e o DIZE em nossos
achados néo foi capaz de reduzir de forma significativa a hipertrofia intersticial (figura 19).
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Dentre a multifatoriedade a ativagéo neurohumoral (Sistema renina-angiotensina-aldosterona e
a hiperatividade simpatica) tem grande agdo hipertrofia cardiaca. 1sso pode ser evidenciado
quando a superexpressao de Ang Il no coracdo induziu hipertrofia cardiaca independente de
outros efeitos sistémicos relacionados (Xu et al., 2007). Além disso, a superexpressao do
receptor AT1 em miocitos induz hipertrofia e remodelamento ventricular em camundongos
(Paradis et al., 2000). Importante ressaltar que esses efeitos acontecem de forma independente
dos efeitos sisttmicos associados aos componentes do sistema (Ainscough et al., 2009).
Alguns horménios tem forte acéo hipertrofica no miocardio lesado. Um deles e a aldosterona,
que exibe forte efeito hipertrofico sobre o miocardio. Okoshi et al. (2004) mostraram em
cardiomiocitos em cultura que a aldosterona induz hipertrofia. Os niveis de aldosterona estéo
elevados apos o infarto, assim como a expressao do seu receptor no ventriculo esquerdo. A
endotelina e outro fator que tem o0s niveis aumentados precocemente apos o infarto e na
insuficiéncia cardiaca (Stewart et al.,1991). Diante disso, podemos esperar que outros fatores
como os citados acima possam responder, em parte, por esse efeito hipertréfico observado nos
dois grupos infartados (IM-Pla e IM-DIZE).

5.8 Efeitos toxicos

Finalmente, é pertinente salientar que usamos o DIZE a partir de descricdes prévias da
literatura de sua capacidade de ativar a ECA-2. Porém em alguns estudos o DIZE apresentou
efeitos toxicos como hiperestesia, salivagdo, convulsBes intermitentes, miccdo frequente e
defecacdo, prurido e sudorese, danos nos rins e figado (Homeida AM et al., 1981; Sharma SP
et al., 1984). Pode ser que a molécula do DIZE néo seja farmacodinamicamente ideal para
estudos clinicos. No entanto, o estudo é relevante na medida em que fornece evidéncia de que
0 DIZE tem efetiso que potencialmente poderiam ser decorrentes do aumento da producéo de
Ang 1-7 e/ou da diminuigdo da Ang II.
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6. CONCLUSOES

Conclui-se gque tanto o tratamento com DIZE quanto com o losartan teve um efeito redutor a
hipertrofia do VD e a congestdo pulmonar. Nos parametros hemodindmicos do VE houve
melhora de forma semelhante (DIZE e losartan), as funcdes hemodinédmicas da PSVE, PDF,
dp/dt- e dp/dt+. Porém parametros hemodinamicos do VD o tratamento com DIZE foi mais
eficaz, quando comparado com o losartan, na reducdo da pressdo do VD e ambos (DIZE e
losartan) tiveram resposta semelhante na melhora da funcao dp/dt-. Com relacdo a deposicéo
de col&geno tanto o DIZE quanto o losartan foram capazes de reduzir a deposicéo de colageno
na area remanescente ao infarto. Porém o losartan apresentou-se mais eficiente na reducéo de

hipertrofia na area remanescente do VE.
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