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bpm = Batimentos por minuto

Ca*" = fon calcio

dP/dt - = Primeira derivada negativa de pressao
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g = gramas

IC = Insuficiéncia Cardiaca
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M = Molar

mg = miligramas
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mM = Milimolar
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PAD = Presséo arterial diastolica

PAM = Pressao arterial média

PAS = Pressao arterial sistolica

PC = Peso corporal

PDf = Pressao diastdlica final
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PPP = Potenciacao pds-pausa
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RS = Reticulo sarcoplasmatico
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SUS = Sistema Unico de Saude
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TnC = Troponina C
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TR= Tempo de relaxamento

VD = Ventriculo direito

VD/PC = Razao peso do ventriculo direito e peso corporal
VE = Ventriculo esquerdo

VE/PC = Razéao peso do ventriculo esquerdo e peso corporal
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RESUMO

A oclusao da artéria coronariana esquerda € um método experimental de
inducao do infarto. O presente estudo tem como objetivo avaliar a contratilidade dos
ventriculos direito e esquerdo de ratos infartados que apresentaram a mesma area
de cicatriz e que se enquadraram em duas categorias: infarto com (INF-IC) e sem
sinais de insuficiéncia cardiaca (INF). Em um grupo controle (Sham) foi realizado o
mesmo procedimento cirurgico exceto a oclusdo da coronaria. Apés 8 semanas, 0s
ratos foram anestesiados para as medidas de pressao arterial e ventricular. A
pressao diastdlica final do VE estava aumentada no grupo INF-IC (16 + 2,5 mmHg;
p<0,05) e normal no grupo INF (7,7 £ 0,7 mmHg) comparada com o grupo Sham (5,2
+ 0,5 mmHgQ). A area de infarto foi igual entre os grupos (INF= 26,5t1,1 e INF-IC= 25
+ 0,9%). As pressoes sistdlica arterial e ventricular ndo foram diferentes entre os
grupos. O grupo INF-IC apresentou também hipertrofia do VD e aumento do peso
umido do pulméo. Tiras do VD e do musculo papilar do VE foram dissecados e
montados em preparacao de tensado isométrica estimulados a 0,5 Hz e nutridos com
solugao de Krebs, a temperatura de 30° C. A contratilidade foi avaliada por meio da
medida da forga desenvolvida (F, mg/g) produzida apds perfusdo com solugao de
[Ca*¥ (0,62; até 3,75 mM) e Isoproterenol (5x10° a 5x10®° M). As respostas
inotrépicas ao calcio, ao isoproterenol e a potenciacdo pods-pausa no VD estavam
preservadas no grupo INF porém, prejudicadas no grupo INF-IC, (Ca2+ 3,75 mM:
Sham= 163 = 18 mg/g; INF= 148 + 19 mg/g; INF-IC= 68 = 11 mg/g; p<0,05);
(Isoproterenol 5.10° M: Sham= 151 + 15 mg/g, INF= 134 + 17 mg/g, INF-IC= 52 + 7
mg/g; p<0,05). Por outro lado, a contratilidade do papilar do VE estava prejudica em
ambos os grupos infartados em relacdo ao Sham. Em conclusdo, as respostas
contrateis do VD e do VE foram diferentes entre os grupos de animais infartados. O
grupo infartado sem sinais de insuficiéncia cardiaca preservou a contratilidade das
tiras do ventriculo direito em resposta ao aumento do Ca®" extracelular e ao
isoproterenol e durante a potenciacdo pds-pausa, enquanto, nos animais infartados,
com sinais de insuficiéncia, a contratilidade nesta cadmara estava prejudicada. A

contratilidade da camara ventricular esquerda estava prejudicada em ambos os
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grupos de animais infartados. Estes dados sugerem a existéncia de diferentes
mecanismos adaptativos na camara ventricular direita em animais com e sem sinais

de insuficiéncia apoés infarto do miocardio.
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ABSTRACT

Coronary artery ligation is an experimental method used to induce
myocardial infarction. The aim of this study was to analyze right and left
ventricular performance in infarcted rats showing identical scar area. Infarcted
rats with heart failure (INF-IC) were compared with asymptomatic rats (INF) and
a control operated group (Sham). Eight weeks after surgery the scar area was
similar between groups (INF= 26,5 * 1,1 e INF-IC= 25 * 0,9%). The left end
diastolic pressure increased in the INF-IC group (16 * 2,5 mmHg; p<0,05) but
remained normal in the INF group (7,7 * 0,7 mmHg) compared to Sham (5,2 * 0,5
mmHg). Arterial and ventricular systolic pressures were similar in all groups.
The increased right ventricular weight to body weight rate and the lung weight
to body weight ratio differentiated rats with heart failure (INF-IC) from
asymptomatic rats after infarction (INF) presenting same scar area. Isometric
contractions from right ventricle strips (RV) and left ventricle papillary muscle
were studied using a rate of stimulation of 0,5 Hz in Krebs solution at 30° C.
Isometric force (normalized to muscle or strip weight, mg/g) in steady state
condition was measured in the presence of [Ca*’]. (0,62; to 3,75 mM) and
Isoproterenol (5x10”° to 5x10° M) and during post rest potentiation. The positive
inotropic response to calcium, Isoproterenol and post rest potentiation in the
RV were preserved in the INF group but reduced in the INF-IC group (Ca** 3,75
mM: Sham= 163 * 18 mg/g; INF= 148 * 19 mg/g; INF-IC= 68 * 11 mg/g; p<0,05);
(Isoproterenol 5.10° M: Sham= 151 * 15 mg/g, INF= 134 + 17 mg/g, INF-IC= 52 %
7 mglg; p<0,05). The left ventricle papillary muscle contractile activity was
reduced in both INF and INF-IC groups. These results demonstrate that
myocardial infarction with same scar area might lead to different conditions,
with and without heart failure. The left ventricle contractility was reduced in
both groups. However, in the right ventricle contractility was reduced only in
animals presenting heart failure. Results suggest the existence different
remodeling mechanisms in the right ventricle after infarction in rats with same

scar size depending on the presence or absence of heart failure.
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1 INTRODUGAO

1.1 Insuficiéncia Cardiaca

A incidéncia de insuficiéncia cardiaca (IC) é crescente em todos os paises.
Apesar de no Brasil ndo haver estudos epidemioldgicos, estima-se que 6,4 milhdes
de brasileiros sofram dessa doenca. De acordo com os dados do SUS e do Ministério
da Saude, a principal causa de internagdo em pacientes acima de 60 anos é a IC, o
que a caracteriza como grande problema de saude publica (Revisdo das Il Diretrizes
da Sociedade Brasileira de Cardiologia para o Diagndstico e Tratamento da IC,
2002).

Cardiopatias como hipertenséo, insuficiéncia valvar, miocardiopatia dilatada e
infarto do miocardio maijoritariamente evoluem com IC. No entanto, a doenca que
mais colabora para a instalagéo da IC é o infarto do miocardio (IM), por apresentar
altos indices de incidéncia na populagao. (Heart Disease and Stroke statistics, 2006).

A IC é classicamente definida como uma sindrome clinica complexa, em que o
coragao perde sua capacidade de bombear o sangue para atender as necessidades
metabdlicas dos tecidos ou pode fazé-lo apenas sob elevada pressao de enchimento
(National Heart, Lung and Blood Institute, 2003). Com a evolu¢do desta doenca ha
prejuizo da contratilidade dos ventriculos e diminuigdo do débito cardiaco (Colluci &
Braunwald, 1997).

A “New York Heart Association” (1955) desenvolveu um sistema para
classificar a IC de acordo com a severidade e o grau de limitagdo funcional que ela
causa. Tendo como base o grau de esforgo para produzir sintomas, os pacientes séo

divididos em quatro classes funcionais:

Classe funcional | - Paciente assintomatico em suas atividades fisicas
habituais.
Classe funcional Il - Paciente assintomatico em repouso. Sintomas séao

desencadeados pela atividade fisica habitual.
Classe funcional Ill — Paciente assintomatico em repouso. Atividade menor

que a habitual causa sintomas.
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Classe Funcional IV - Paciente com sintomas (dispnéia, palpita¢des e fadiga),
ocorrendo as menores atividades fisicas e mesmo em repouso.

Outro tipo de classificagdo para a insuficiéncia cardiaca foi criado pela
American College of Cardiology e American Heart Association (ACC/AHA) (Jessup &
Brozena, 2003). Esta classificagdo ressalta a progressao da IC e € dividida em
quatro estagios:

A. Alto risco / assintomatico

B. Alteragdes estruturais assintomaticas

C. Disfuncgao sistdlica do ventriculo esquerdo e IC sintomatica
D. Estagio final da IC

A IC pode ser categorizada como sistdlica, diastélica ou ambas. A insuficiéncia
cardiaca sistdlica € caracterizada pela reducdo da contratilidade e dilatacdo do
ventriculo esquerdo (VE) culminando com diminuicdo da fracdo de ejecdo e
congestao pulmonar. Apés o IM a fungao sistdlica € primeiramente prejudicada. A
insuficiéncia diastdlica esta associada com prejuizo do relaxamento e do enchimento
ventricular devido a redugao da complacéncia, resultando em elevacado da pressao
de enchimento. Tanto a disfungao sistélica como a diastdlica levam ao aumento da
pressao de enchimento do VE o que acarretara um aumento da pressao diastolica
final do VE (Sjaastad e cols., 2003). A disfungao contratil ativa mecanismos
compensatérios que promoverdo modificacbes estruturais das camaras cardiacas
como hipertrofia miocardica e dilatagcao ventricular. Os fatores que contribuem para a
disfuncao contratil sdo considerados intrinsecos e extrinsecos (Vassallo, 2000). Os
fatores intrinsecos envolvem as alteracbes no acoplamento excitacdo-contragao e
alteragdes no préprio aparelho contratil, além das altera¢gdes na matriz extracelular e
no metabolismo energético (de Tombe, 1998). Os fatores extrinsecos abrangem a
ativacdo neurohumoral decorrente da sobrecarga hemodinamica e o processo de

remodelamento presentes na IC (Hasking e cols., 1986).
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1.2 Fatores intrinsecos envolvidos na disfung¢ao contratil da insuficiéncia

cardiaca
1.2.1 Alteragdes no acoplamento excitacdo-contragao

A compartimentalizacdo do Ca®" dentro das células é fundamental para o
desenvolvimento de todas as etapas do ciclo cardiaco. O reticulo sarcoplasmatico
tem um importante papel no controle do movimento do Ca?* durante a contragdo e o
relaxamento dos ventriculos. A excitacdo do sarcolema leva a abertura dos canais de
Ca?* voltagem-dependentes do tipo-L, que irdo promover a entrada de pequena
quantidade deste ion para dentro da célula. O Ca" presente no interior da célula, no
inicio da contragdo, ligar-se-a aos receptores de rianodina do reticulo
sarcoplasmatico. Isso dispara a liberacdo de uma grande quantidade de Ca®* para
ativagdo dos miofilamentos contrateis, o que se denomina de liberacdo de Ca**-Ca**
induzida (Fabiato,1985, Ferrier e cols., 2001).

Durante o relaxamento, o Ca** é recaptado e rearmazenado dentro do reticulo
sarcoplasmatico pela bomba de Ca?* (Ca** ATPase) do reticulo sarcoplasmatico (do
tipo SERCA-2a). O bombeamento do Ca®* pela SERCA-2a é influenciado pela
proteina fosfolambam. Quando nao fosforilada, a fosfolambam inibe a SERCA-2a.
Quando fosforilada a fosfolambam deixa de inibir a SERCA-2a que captara Ca** para
dentro do reticulo sarcoplasmatico promovendo o relaxamento (Yano e cols., 2005).

O trocador Na*/Ca®* contribui para a remocéo do Ca®* do citoplasma durante a
diastole promovendo a troca de 3 Na®, entrando, para 1 Ca2+, saindo da célula. Por
esta razdo, nas células miocardicas em repouso, a troca Na*/Ca** gera uma corrente
despolarizante. Durante a despolarizagdo o potencial de equilibrio da troca Na*/Ca®*
é ultrapassado e se inverte, o que contribui para a elevagdo do Ca®" intracelular na
fase inicial do platé. A forca que movimenta este trocador advém do gradiente
eletroquimico do Na®. O fato do trocador estar associado ao movimento de ions
torna-o um sistema complexo. Assim, ndo apenas o trocador influencia o potencial de
membrana, como também, o potencial de membrana influencia o trocador. Um

aspecto importante do funcionamento deste trocador é seu efeito sobre contratilidade
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do miocardio. O aumento do Na® intracelular, pode induzir a uma elevagéo da razéo
entre o Ca® intracelular e o Ca®* extracelular. Esse efeito aumenta a contratilidade,
pois ha uma retengdo do Ca®* dentro da célula. Tal mecanismo explica bem o fato de
que agentes que inibam a bomba de Na*/K*-ATPase, como os glicosideos digitalicos,
produzem efeito inotropico positivo (Dipolo & Beaugé, 2006). Inversamente, a
reducdo de Na* intracelular favorece o efluxo de Ca?*, via este trocador, reduzindo a
contratilidade miocardica. (Katz 1992).

Outros transportadores de Ca** do citosol menos significativos
quantitativamente sdo a bomba de Ca®* do sarcolema e o uniporter mitocondrial de
Ca** (Bers, 2000).

A contribuicdo de cada mecanismo para manter baixos niveis de Ca?* sistdlico
varia de acordo com as espécies. Em humanos, aproximadamente 75% do Ca®" é
removido pela SERCA-2a e 25% pelo trocador Na*/Ca?* (Hasenfuss, 1998). Em
ratos, 92% da remocdo do Ca®" é feita pela SERCA-2a e 7% pelo trocador Na*/Ca?*
(Bassani e cols, 1994 e Hove-Madsen e Bers, 1993). Em miocitos de coelhos, a
SERCA-2a remove 70% do Ca** e o trocador Na/Ca®* aproximadamente 28% (Bers,
2000).

Em modelos experimentais de IC e no miocardio humano insuficiente ha
alteragdes na homeostase do Ca®" levando a anormalidades no processo de
acoplamento excitagdo-contracdo. O aumento na concentragdo de Ca?' intracelular
ao fim da diastole e prolongamento do transiente de Ca®* acarretam prejuizo do
relaxamento e diminui¢cdo da forca sistolica (Houser e cols, 2000). Uma das causas
do aumento do transiente de Ca®" é a diminuicdo da atividade da SERCA-2a vista
tanto em coracdes humanos insuficientes como em modelos de animais com
insuficiéncia (Schwinger e cols., 1999; Sjaastad e cols., 2002).

O aumento na expressdo do trocador Na*/Ca®** tem sido demonstrado em
modelos experimentais de animais insuficientes (Wasserstrom e cols., 2000) e
pacientes com IC (Reinecke e cols., 1996). Ao que tudo indica, uma consequéncia
funcional do aumento do trocador seria compensar a diminuicdo da expressao da

SERCA-2a e amenizar o prejuizo no relaxamento (Barry, 2000).
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Estudos in vitro feitos em miécitos humanos tém mostrado prejuizo da
regulacdo de for¢ca de contragdo mediado pelo aumento da frequéncia, conhecido
como efeito escada positivo (Gwathmey, 1987). Essa resposta é dependente do Ca?*
circulante entre o reticulo sarcoplasmatico e o citoplasma. No miocardio humano
normal a forga €& potencializada com o aumento da freqiéncia cardiaca, enquanto
que no miocardio insuficiente, essa resposta esta invertida (Pieske e cols., 1995;
Movsesian & Schwinger, 1998). O aumento da expressao do trocador Na*/Ca** apoia
a hipétese da supressao do efeito escada em coragdes insuficientes. Pelo aumento
na extrusdo de Ca®" do midcito através do trocador ha diminuicdo da contratilidade
(Schillinger e cols., 2000). Em ventriculos de ratos, o aumento da freqiiéncia causa
pouco ou nenhum aumento do Ca®" liberado pelo reticulo sarcoplasmatico,
resultando em uma relagéo forga-frequéncia negativa tanto em animais normais
como insuficientes (Bers, 2000).

Um outro mecanismo que tem sido envolvido no prejuizo da contragao na IC é
a alteragdo no funcionamento regular dos "sparks" de Ca**, os quais consistem em
liberagdes espontaneas de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (Cheng e cols., 1993).
Litwin e cols. (2000) mostraram que ha uma ativacao tardia e assincrénica dos
"sparks" de Ca®* em midcitos infartados, o que poderia justificar parcialmente a
diminuigdo do transiente de Ca?* intracelular e o prejuizo na forca de contragdo em

midcitos insuficientes.

1.2.2 Alteragdes no aparelho contratil

As miofibrilas sdo unidades contrateis do miocardio formadas por filamentos
finos e grossos arranjados em paralelo de forma repetida, estrutura que é
denominada de sarcébmero. Os filamentos grossos s&o predominantemente
compostos de miosina e os filamentos finos compdem-se de actina e do complexo
regulatério troponina-tropomiosina (Pollack, 1990).

A miosina € composta de duas cadeias entrelagadas formando um dimero

bifuncional. A hidrélise enzimatica da miosina divide uma cadeia em duas partes, a
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meromiosina pesada e a leve. A meromiosina pesada se subdivide em 2
subunidades: a S4 e a S,. A porgao S possui uma parte pesada (MHC-myosin heavy
chain) e duas cadeias leves (MLC-myosin light chain) (Pollack, 1990; Solaro 1992;
Morano e cols., 1997). Essas subunidades possuem os sitios para a ligacédo com a
actina e a S4 particularmente, possui a atividade ATPasica responsavel por
transformar a energia quimica do ATP em energia mecéanica para o processo de
contracdo. Associadas a cada cadeia pesada da miosina ha duas cadeias leves
MLC1 e MLC2, que parecem modular a atividade ATPasica da miosina, uma vez que
sua remocao resulta em perda da atividade de hidrélise de ATP. No coracédo de
ratos, trés isoformas de miosina tém sido identificadas: V4, V2 e V3. Essas isoformas
sao formadas através de combinacdes de duas variagcbes da MHC denominadas a e
B, sendo aa para V4, a3 para V, e B para Vs. As isoformas diferem entre si apenas
pela velocidade da atividade ATPasica e pela velocidade de encurtamento das fibras
cardiacas. A isoforma Vi é trés vezes mais rapida do que a isoforma Vs. Fibras
cardiacas em que a isoforma predominante € a V4 possuem alta velocidade de
atividade ATPasica e alta velocidade de encurtamento em comparacédo com as fibras
cardiacas que possuem V, ou V3 como isoformas predominantes (Lindemann , 1991;
LeWinter & VanBuren, 2002). Ha divergéncias entre as isoformas predominantes
entre as espécies, sendo que em humanos 90% da isoforma V3 compde os
ventriculos e em roedores esse mesmo valor corresponde a isoforma V4. Na maioria
das espécies, os atrios possuem a isoforma V1 como predominante (Lowes e cols.,
1997).

Os filamentos finos sdo compostos pela proteina contratil - actina e complexo
troponina-tropomiosina. A actina possui sitios ativos que se interagem com a
miosina. Durante essa interagdo a ATPase da miosina é ativada hidrolisando ATP
para gerar energia necessaria a contracao (LeWinter & VanBuren, 2002).

Quando a fibra cardiaca encontra-se em repouso, os sitios de ativagdo da
actina estdo bloqueados pela tropomiosina. Esta se encontra ligada a troponina que
por sua vez possui trés subunidades para ligagdo com a tropomiosina. Na situagéo
de repouso, a subunidade | da troponina (Tnl) esta em interagdo com a tropomiosina,

no entanto, o sitio ativo da actina € inibido. A subunidade C da troponina (TnC)
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possui alta afinidade pelo ion Ca?*. Durante a contragdo, a TnC se liga ao Ca?*, a
tropomiosina é afastada removendo a inibicdo a ligacdo de actina e miosina. Ainda
na presenga da ligagao Ca”-troponina C, uma outra subunidade da troponina
encontra-se ligada a tropomiosina, a TnT. A interagdo entre troponina T e
tropomiosina faz com que essa ultima se desloque expondo o sitio de ligagao da
actina. E entdo que a miosina se liga & actina promovendo a contragdo (Solaro &
Rarick, 1998; Moss e cols., 2004 ).

A IC esta associada com alteracdes quantitativas e qualitativas da maquinaria
contratil, tanto em humanos como em animais experimentais, acarretando mudancas
no indice de contragéo e relaxamento (Kass e cols., 2004; Noguchi e cols., 2004).
Por exemplo, a diminuicdo da atividade ATPase miosinica foi a primeira
anormalidade biomecanica descrita em miocardios humanos insuficientes o que
reflete uma menor formagao de pontes cruzadas (Alpert & Gordon, 1962).

Em ratos pés-infarto ha uma mudanga na expressdo da isoforma
predominante da miosina, de V1 (mais rapida) para Vs (mais lenta) (Geenen e cols.,
1989; de Tombe, 1996). Esta ultima isoforma possui menor atividade ATPasica de
forma que esta relacionado com a reducao na velocidade de encurtamento maximo
do sarcémero (de Tombe & ter Keurs, 1991; LeWinter & VanBuren, 2002). Uma vez
que a isoforma predominante da miosina em humanos é a V3, parece improvavel
que a mudanga nessa isoforma seja responsavel pela diminuigdo da atividade da
ATPase da miosina no miocardio humano insuficiente (Mercadier e cols., 1983).
Modificagdes no gene e expressao protéica das isoformas de cadeia pesada da
miosina podem afetar a atividade ATPasica da miosina (Lowes e cols., 1997). As
alteragdes na actina e na miosina podem prejudicar a interagdo que ocorre entre elas
durante a contragcdo. As modificagdes nos filamentos finos alteram a modulacédo da
contragdo. O aumento da expressao da isoforma fetal da troponina T em humanos
com IC (Anderson e cols., 1995), foi associado a mudangas na resposta dos
miofilamentos ao Ca?* (McAuliffe e cols., 1990).

A fosforilagdo da Tnl pela PKA esta reduzida em modelos experimentais de IC

e no miocardio humano insuficiente, o que resulta no aumento da sensibilidade da
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TnC ao Ca?', prejudicando o relaxamento (VanderVelden e cols., 2004; Palmer,
2005).

1.2.3 Alteragdes na matriz extracelular

O desempenho da bomba cardiaca depende da perfeita interagcdo entre
midcitos e matriz extracelular (Janicki & Brower, 2002). As fungdes fisioldgicas da
matriz extracelular compreendem a interacdo entre midcitos, orientagcdo do
crescimento destes midcitos em condigdes fisioldgicas e patoldgicas, alinhamento
dos elementos contrateis, prevencédo de superestiramento muscular e de ruptura de
miocitos. (Weber e cols., 1989; Brown, 2005). O componente mais relevante da
matriz € o tecido conjuntivo intersticial que é rico em colageno fibrilar do tipo | e Ill.
As propriedades diastélicas do miocardio contratii dependem da quantidade e da
natureza do colageno que formam a matriz extracelular (Weber, 1982). A quantidade
e natureza do colageno sao determinadas pelo equilibrio entre sua sintese e
degradacdo. A degradagao é regulada pela acdo das metaloproteinases da matriz,
uma familia de endopeptidazes que degradam proteinas da matriz. Os inibidores
dessas metaloproteinases que s&o as enzimas que inibem a atividade das
metaloproteinases regulam a sintese de colageno (Visse e Nagase, 2003).

Tanto um aumento na atividade das metaloproteinases como uma diminuicéo
da atividade de inibidores das metaloproteinases tém sido observados no miocardio
de pacientes e modelos experimentais de IC. O aumento na razao
metaloproteinases/inibidores das metaloproteinases contribui para a deplecao da
rede fibrilar de colageno ocasionado dilatagdo das camaras cardiacas (Spinale e
cols., 2002; Deschamps & Spinale 2006). Por outro lado, ha um aumento na
concentracdo e distribuigdo do colageno, o que contribui para o remodelamento
cardiaco durante a hipertrofia desenvolvida na IC (Milanez e cols., 1997, Li e cols.,
2000; Cleutjens & Creemers, 2002; Vanhoutte e cols., 2006).

E importante destacar o papel das integrinas que sdo uma complexa familia

de receptores com fungdo de adesao celular e sinalizagdo das fungdes. Sao
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receptores transmembranas que ligam o meio intracelular com a matriz extracelular
regulando a expressao génica, a proliferacao celular, a diferenciagdo e morte celular.
Estas moléculas participam ativamente do remodelamento de coragdes insuficientes,
pois seu papel mais importante € servir como mecanotransdutores durante o
desenvolvimento normal e em resposta aos sinais fisioloégicos e patoldgicos
(Simpson e cols., 1999). Ainda ndo se sabe ao certo as alteragdes sofridas pelas

integrinas na IC e qual o seu papel especifico no remodelamento (Ross, 2002).

1.2.4 Alteragdes no metabolismo energético

Para realizar a contracdo e o relaxamento, o miocardio utiliza energia
proveniente do ATP. Este ATP é sintetizado pelas mitocéndrias por fosforilagao
oxidativa e pelos fosfatos de alta energia, através da enzima creatina quinase. As
mitocdndrias oxidam derivados de agucares e acidos graxos, sendo que em
condigdes normais, o miocardio metaboliza 30% de agucares e 70% de acidos
graxos, para formar o ATP. O ATP produzido € transportado ao aparato contratil
onde é consumido pela ATPase da miosina para gerar forca (Wyss e cols., 1992;
Stanley e cols., 2005). Tanto a formacgao das pontes cruzadas durante a contracao
quanto a dissociagcdo do complexo actina-miosina durante o relaxamento requer a
hidrolise de ATP. A bomba de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico consome 1 molécula
de ATP para mover 2 ions Ca?* contra um gradiente de concentracdo durante o
relaxamento (Katz, 1992, Lohse 2003).

Em modelos experimentais de IC e coragdes humanos insuficientes ha uma
diminuicdo no conteudo tecidual de ATP devido ao desequilibrio entre a producéo e o
consumo de ATP, acarretando prejuizo da cinética de contragcdo e relaxamento
(Stanley e cols., 2005).

A creatina quinase é essencial para a ressintese de ATPe seu prejuizo
funcional leva a diminuicdo da energia livre e limita a recaptagdo de Ca** pelo

reticulo sarcoplasmatico (Tian e cols., 1996). Ye e cols. (2001) relacionaram a
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severidade da hipertrofia na IC com diminui¢do progressiva da creatina quinase e
consequentemente, diminui¢gdo nos niveis de ATP disponiveis para a contragao.

1.3 Fatores extrinsecos envolvidos na diminuicdo da contratilidade na

insuficiéncia cardiaca

Séo classificados como alteragbes do Sistema Nervoso Autdbnomo (SNA) e

dos fatores humorais.

1.3.1 Alteragdes do sistema nervoso autbnomo e receptores cardiacos

Na IC, é classica a descricdo da hiperatividade simpatica e supressao da
atividade parassimpatica. Essas alteragbes se devem ao débito cardiaco inadequado
e hipertensado atrial que se instalam com a progressdo da doenca. O aumento do
tono adrenérgico em coragdes insuficientes inicialmente garante a manutencdo da
funcdo da bomba cardiaca. O aumento da contratilidade e da frequéncia cardiaca
tém como objetivo manter o volume sanguineo circulante, a pressao sanguinea e a
perfusdo tecidual. Entretanto, mais tardiamente poderdo ocorrer efeitos deletérios
com aumento da pés-carga e do trabalho cardiaco (William, 1985).

A hiperatividade simpatica em coragbes humanos insuficientes e em modelo
de animais com IC promove aumento dos niveis plasmaticos de noradrenalina e
diminuicdo do seu conteudo no ventriculo (Hodsman e cols., 1988). A intensidade da
elevagdo da noradrenalina plasmatica é utilizada como um indicador do progndstico
da IC (Cohn e cols., 1984). A ativagdo pronunciada da atividade simpatica em
pacientes com IC esta inversamente correlacionada com a sobrevivéncia (Packer e
cols., 1988).

A norepinefrina liberada através da ativacado simpatica ira atuar nos receptores
B-adrenérgicos cardiacos. Ha pelo menos dois subtipos de receptores beta
cardiacos: 1 e B2 sendo que 70-80% dos receptores sao do tipo B4 (Brodde &

Michel, 1999). A via da sinalizagao do receptor 34 € através da ativagao da adenilato
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ciclase pela proteina G estimulatéria (Gs) o que resulta em aumento dos niveis
intracelulares de AMPc. O alvo primario do AMPc é a proteina quinase A (PKA) que
por sua vez, fosforila varias proteinas que sdo essenciais para a funcido cardiaca,
como: canais de Ca?' tipo-L (promovem entrada de Ca®" para o citosol, durante o
platd do potencial de agao), a fosfolambam (aumenta a atividade da SERCA-2a
resultando em entrada de Ca?* para o reticulo sarcoplasmatico), a troponina |
(quando fosforilada, se liga a tropomiosina impedindo a exposi¢ao do sitio ativo da
actina e portanto, participando efetivamento do relaxamento do midcito), os
receptores de rianodina (desencadeiam a liberagdo de Ca*-Ca*‘induzida), a
troponina C (a sua fosforilagdo promove sua ligagdo com o Ca®', processo que
participa do deslocamento da tropomiosina, etapa importante do processo contratil).
Todas essas proteinas fosforiladas a seu tempo promovem o ciclo da contracéo e
relaxamento do miécito (Lohse e cols, 2003).

Em coragdes humanos insuficientes, ha alteragdes caracteristicas nos
receptores B-adrenérgicos como a diminuicdo da resposta dos receptores 1,
também denominada dessensibilizacido. A diminuicdo na densidade de receptores [31
pode ser justificada pelo aumento da atividade simpatica (Bristow e cols, 1982). O
aumento na proporgao de receptores B, (de 20% passa a ser 35-40%) também é
induzido pela hiperatividade simpatica e pela prépria dessensibilizagcao de receptores
B1 (Bristow e cols, 1986).

Uma via ativada pelos receptores B € a do AMPc/PKA, no entanto, a
sinalizacao feita pela PKA é a mais afetada pelo prejuizo de B-adrenoceptores em
coragdes insuficientes (Lohse e cols., 2003). O alvo cardiaco mais proeminente da
PKA ¢ a fosfolambam. Quando a PKA fosforila a fosfolambam a inibicdo da Ca®*-
ATPase do reticulo é liberada, o que aumenta a taxa de captagdo de Ca®*" para
dentro do reticulo sarcoplasmatico e mais ions serdo liberados nas contragcbes
subseqlientes. A diminuicdo da fosforilagdo da fosfolambam prejudica a fungao
normal do reticulo sarcoplasmatico mantendo alta a concentracdo de Ca®" diastdlico
no mioplasma (Houser & Margulies, 2003).

Os canais de Ca®" do tipo-L quando fosforilados pela PKA tém sua

permeabilidade aumentada e assim, a entrada de Ca®* no citosol e este influxo de
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Ca?* dispara a liberagdo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico. O Ca®" que se liga aos
receptores de rianodina ativa a liberagdo de Ca** pelo reticulo sarcoplasmatico. Na
literatura descreve-se que a densidade dos canais de Ca’* do tipo-L esta normal na
IC inclusive nos animais modelo apds o infarto (Gémez e cols., 2001; Sjaastad e
cols., 2002). Os estudos feitos quanto as alteragdes nos receptores de rianodina sao
conflitantes tanto em modelos experimentais quanto em coragdes humanos
insuficientes (Hasenfuss, 1998; Li e cols., 2002; Marx e cols., 2000).

Quanto a via da sinalizagdo adrenérgica, além da mudanga dos proprios
receptores adrenérgicos, ha alteragbes na concentracdo do AMPc intracelular, na
proteina G e na adenilato ciclase. As proteinas G tém um papel crucial no
acoplamento dos receptores [B-adrenérgicos. As células cardiacas contém pelo
menos 2 tipos de proteinas G: Gs (estimulatoria) que estimula a adenilato ciclase e
esta converte o ATP em AMPc e a G; (inibitéria) que medeia a inibigdo da adenilato
ciclase nao disponibilizando AMPc (McGraw & Ligget, 2005).

Em modelos experimentais de IC foi demonstrada a dessensibilizagdo da
proteina Gs e aumento da atividade da G;, redugao da atividade da adenilato ciclase
(Kompa e cols., 1999) e menor quantidade de AMPc intracelular (Feldman e cols.,
1987), todas essas alteragbes se devem ao aumento na concentragcdo de
catecolaminas circulantes (Francis e cols., 1990). As quinases de receptores
acoplados a proteinas G no miocardio (GRK2) também estdo envolvidas na
fisiopatologia da IC. Estas proteinas estdo relacionadas a dessensibilizacdo dos

receptores (3-adrenérgicos (Vinge e cols., 2001).

1.3.2 Ativacdo humoral na insuficiéncia cardiaca

Em resposta ao déficit funcional da bomba cardiaca e diminuicdo do débito
cardiaco, varios mecanismos regulatérios sdo ativados, como o aumento da
descarga nervosa simpatica. O aumento do tono adrenérgico resulta na liberagao
aumentada ndo s6 de catecolaminas, mas também de endotelinas, além de ativar o

sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRRA) no sentido de restaurar a pressao e
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a volemia. Na IC a homeostase nao € alcangada devido ao prejuizo persistente da
funcdo ventricular. Assim, na auséncia da retroalimentagdo negativa os mecanismos
compensatoérios neuro-humorais tornam-se parte de um ciclo vicioso que precipita
uma deterioragao clinica (Francis e cols., 2001).

As repercussdes para o sistema circulatorio da ativagdo do SRAA nao se
restringem as agdes hemodindmicas (aumento da resisténcia periférica) ou a
retencdo hidro-salina. A angiotensina |l acentua a atividade simpatica, promove
crescimento dos miécitos, altera suas expressdes génicas e ativa a proliferagao dos
fibroblastos fatores que predispde o coracao insuficiente ao remodelamento cardiaco
(Sadoshima e cols., 1993). Também estimula a apoptose (Braunwald & Bristow,
2000) e aumenta a sintese e liberacdo de metaloproteinases (Spinale, 2002).

Outros hormbnios que se mostram alterados em pacientes com insuficiéncia
cardiaca sao os peptideos natriuréticos. O fator natriurético atrial (ANF) e o peptideo
natriurético cerebral (BNP) sao secretados pelo coragdo em resposta ao estiramento
do atrio desencadeado pelo aumento da pressao de enchimento ventricular. Esses
horménios causam vasodilatagédo e natriurese (Nakayama, 2005).

Sob condigbes de sobrecarga hemodindmica ha aumento na sintese e
secrecao de ANF e BNP (McGhrat e cols., 2005). Os estudos de Tsunoda e cols.
(1986) mostraram que o ANF esta elevado no plasma de ratos com IC, aumentando
progressivamente com o grau de severidade da IC. No estudo de SOLVD (“Studies
of Left Ventricular Dysfunction”) o teor plasmatico de ANF esteve elevado em
portadores assintomaticos de disfungdo ventricular. O aumento na concentracao
desse hormdnio no plasma também foi correlacionado com o grau de disfungao
ventricular, podendo ser usado como prognostico da insuficiéncia (Rodeheffer, 2002).

A arginina vasopressina (AVP) também denominada hormdnio antidiurético, &
secretada pela neuro-hipofise. Sua fungdo € manter a volemia e a osmolalidade
plasmatica. Sua secrecdo é regulada por receptores de estiramento atriais e pela
osmolaridade plasmatica. Esse horménio encontra-se elevado em pacientes com IC
e a esse fato esta associado a elevada concentracdo de catecolaminas e renina. A
secrecao excessiva de AVP afeta a fungdo do miocardio e contribui para o aumento

do estresse de parede sistodlico e diastélico. Efeitos deletérios sdo mediados via
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ligacdo desse horménio com o receptor. As consequéncias funcionais dos niveis
elevados de AVP sdo hiposmolaridade plasmatica e o desencadeamento da
hiponatremia dilucional (Goldsmith & Gheorghiade, 2005). A endotelina &€ um
vasoconstritor peptidico liberado por células endoteliais através da circulacdo. Além
de vasoconstricdo, promove retencao de sédio e agua, ativacdo simpatica e do
SRAA, exerce estimulo proliferativo sobre os musculos lisos, midcitos e fibroblastos.
E mantida em baixos niveis plasmaticos sob condicdes fisioldgicas. Sabe-se que a
endotelina € liberada por estimulo de uma sobrecarga pressorica, também & um
potente ativador da resposta hipertréfica. Em pacientes insuficientes, os niveis de
endotelina encontram-se aumentados o que promove a formagao de um ciclo vicioso
para a liberagdo de angiotensina Il e, por sua vez, este horménio também estimula a
liberagdo de endotelina (Shubeita e cols, 1990).

Além dos fatores humorais alterados na IC, ha também a superexpressao das
citocinas inflamatodrias. Estas compdéem um grupo de proteinas com baixo peso
molecular e se caracterizam por exercer seus efeitos a curtas distancias de forma
paracrina ou endocrina. No entanto, ndo sdo hormdnios, pois ndo atuam pela via
humoral. Essas citocinas inflamatérias como a TNF-a e interleucina- 13 parecem
desempenhar papel expressivo na patogénese da IC por depletarem as reservas
intracelulares de anti-oxidantes e promoverem a formacgao de espécies reativas de
oxigénio. Além disso, participam do processo de hipertrofia e da re-expressédo de

programas fetais, levando a apoptose dos miécitos (Braunwald & Bristow, 2000).

1.4 Remodelamento cardiaco na insuficiéncia cardiaca

O remodelamento € um termo usado para descrever os processos adaptativos
e mal-adaptativos das camaras cardiacas que resultam na alteracdo da geometria
ventricular e diminui¢gdo da fungéo cardiaca (Dorn, 2002).

Apo6s o IM, o remodelamento ventricular € o principal fator causador da IC
(Gaballa & Goldman, 2002) e pode ser dividido em uma fase precoce (dentro de 72

horas apds o IM) e uma fase tardia (apds 72 horas de IM). A fase tardia pode se
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estender até durarem os estimulos bioquimicos que dependem do tamanho, local e
transmuralidade do infarto. (Sutton & Sharpe, 2000).

A necrose dos midcitos e o aumento da sobrecarga ventricular disparam uma
cascata de sinalizagdo bioquimica intracelular capaz de promover hipertrofia,
dilatacédo e formacgao de cicatriz de colageno, tanto na regido de necrose quanto nas
areas remanescentes a ela. Inicialmente, a hipertrofia ventricular € uma resposta
adaptativa benéfica a sobrecarga hemodindmica por estabilizar a fungéo contratil,
mas sua evolugao colabora para a disfungéo ventricular progressiva (Spann e cols.,
1967).

O enrijecimento da parede ventricular, secundario a instalagao da hipertrofia
causa elevacao do estresse sistolico e diastdlico de parede. (Pfeffer & Braunwald,
1990). Grossman e cols. (1975) mostraram que a sobrecarga pressérica produzia
sinais mecanicos que resultavam na replicagdo de sarcébmeros em paralelo -
hipertrofia concéntrica - levando ao aumento na espessura da parede ventricular.
Essa hipertrofia pode ter um efeito benéfico do ponto de vista energético, ja que,
segundo a relacédo de Laplace o estresse gerado na parede ventricular depende da
pressao multiplicada pelo raio dividido pelo dobro da espessura da parede da
cavidade. Podemos depreender desta formula que, um dado aumento da presséao
ventricular pode ser compensado pelo aumento da hipertrofia concéntrica,
normalizando assim o estresse de parede.

Em contrapartida, o estresse diastdlico final na sobrecarga de volume dispara
a replicacdo dos sarcOmeros em seérie, que resulta em alongamento individual dos
midcitos. Este aumento do comprimento celular causa um aumento no volume
ventricular total resultando em hipertrofia excéntrica (Carabello, 2002).

Apods o infarto, a hipertrofia tecidual e celular é quantitativa e qualitativamente
diferente no VD e no VE. A hipertrofia do VD foi associada com o aumento no
diametro dos midcitos (hipertrofia concéntrica) e no VE ha um aumento no diametro e
no comprimento dos miodcitos culminando com hipertrofia concéntrica e excéntrica,
respectivamente (Anversa e cols 1985). A caracteristica da hipertrofia a ser
desenvolvida dependera do tipo de estresse inicial na parede do ventriculo

(Grossman e cols., 1975). Anversa e cols. (1985) descreveram que a hipertrofia
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causada por sobrecarga pressoérica é caracterizada por diminuicdo na velocidade
maxima de encurtamento relacionada ao declinio da atividade ATPasica miosinica
marcada pela diminuicdo da contratilidade intrinseca.

A deterioracao progressiva dos ventriculos e a disfungao sistdlica e diastélica
instaladas pelo continuo processo de remodelamento levam a diminuicdo da fragao
de ejecao, prejuizo no mecanismo de Frank-Starling e descompensacao do estresse
sistolico, anteriormente evitado de acordo com a Lei de Laplace. O aumento da pds-
carga deixa efetivamente de resultar no aumento da pré-carga e o coragao
despendera de alto consumo energético para realizar sua performance de bomba o
que resultara em faléncia da bomba cardiaca (Gerdes, 2002). Com a progressao do
remodelamento os mecanismos compensatorios estruturais iniciais tornam-se
prejudiciais e levam a deterioragdo da fungdo cardiaca contribuindo para o
desenvolvimento da IC (Pfeffer, 2002).

1.5 O modelo de insuficiéncia cardiaca

Ratos que sofrem a ligacdo da coronaria descendente anterior e apresentam
infarto transmural do miocardio sao utilizados como modelos experimentais de
insuficiéncia cardiaca. Este modelo simula a causa mais comum de IC em humanos
e € de grande valia para a compreensao das repercussdes cardiovasculares apés o
infarto (Pfeffer e cols, 1979).

A ligacao da coronaria em ratos produz disfuncao ventricular e a magnitude do
prejuizo depende do tamanho do IM, segundo Pfeffer e cols, (1979). A IC é
evidenciada através de alteragdes hemodindmicas e funcionais cardiopulmonares.
Em modelos de ratos infartados a pressao diastdlica final do VE acima de 15 mmHg
esta correlacionada com reducdo da velocidade de encurtamento do miocardio,
dilatagdo do atrio esquerdo e congestao pulmonar (Sjaastad e cols., 2000).

Além das alteragbes cardiopulmonares e hemodindmicas uma variedade de
sinais identifica os animais que desenvolvem a insuficiéncia apds o infarto como

dispnéia, letargia e edema de membros inferiores. Esses sinais sdo acompanhados
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do aumento da razdo peso pulmdo e peso corporal. Quando avaliados
hemodinamicamente, esses animais também apresentam diminuicdo da pressao
sistélica do VE e aumento da presséo diastdlica final do VE (Davidoff e cols., 2004).

Olivetti e cols. (1991) mostraram as diferengas das respostas celulares nos
ventriculos de ratos que apresentaram pequena e grande area de infarto. Os autores
descreveram que a pressao diastdlica final do VE e o estresse de parede diastélico,
eram consideravelmente mais acentuados no grupo com area de infarto grande. De
acordo com os achados destes pesquisadores o prejuizo da fungdo ventricular
depende da area de infarto, sendo que no grupo com grande area de infarto a
magnitude dessa resposta € maior do que no grupo com pequena area. Fletcher e
cols. (1981) mostraram que o prejuizo na fungcdo cardiaca estd diretamente
relacionado ao tamanho do IM. Grandes areas de infarto levam ao aumento do
volume diastélico que por sua vez causa redugdo no débito cardiaco e disfungao
sistdlica.

Recentemente, os estudos de Pereira e cols. (2005) mostraram que ratos com
a mesma area de infarto apresentaram respostas diferentes a reatividade vascular.
De acordo com a avaliagdo hemodindmica e os sinais de insuficiéncia, os grupos
eram divididos em infartados com e sem insuficiéncia. Neste estudo foi observado
que em animais sem insuficiéncia ha prejuizo do relaxamento dependente do
endotélio e aumento da reatividade a fenilefrina. Ja nos animais infartados que
evoluiram para a IC, a reatividade a fenilefrina diminui. A magnitude das respostas
nao se correlacionou com a area de infarto, e sim com as alteracbées hemodinamicas
e vasculares causadas pelo infarto. Entretanto, o estudo da contratilidade miocardica
das camaras direita e esquerda destes mesmos grupos de animais nao foi realizado
até o momento.

O presente estudo questionou se animais com areas de infarto semelhantes,
mas com respostas hemodinamicas diferentes apresentam diferencas na resposta
contratil dos ventriculos direito e esquerdo.

ApOs a oclusdo cirurgica da artéria coronaria anterior esquerda, os ratos com

a mesma area de infarto foram divididos em duas categorias: 0os animais que
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apresentavam sinais de insuficiéncia cardiaca e os que ndo apresentavam sinais de
insuficiéncia cardiaca.

O critério utilizado para classificar os animais experimentais como insuficientes
foi 0 aumento da presséao diastdlica final do VE acima de 15 mmHg, a hipertrofia do

VD e do pulméo (Anversa e cols., 1985; Davidoff e cols., 2004; Pereira e cols., 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a contratilidade dos ventriculos direito e esquerdo, 8 semanas apos o

infarto agudo do miocardio, em ratos com e sem sinais de insuficiéncia cardiaca.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar em tiras de ventriculo direito e musculos papilares de ventriculo

esquerdo dos grupos controle, infarto sem sinais de insuficiéncia e infarto com sinais

de insuficiéncia:

A atividade funcional do reticulo sarcoplasmatico;

A resposta inotrépica ao calcio extracelular;

A resposta inotropica e lusitropica B-adrenérgica;

O tempo de ativacdo da contracdo em resposta ao isoproterenol.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados para a realizagdo desse trabalho ratos Wistar, machos, com
idade entre 3 a 4 meses, pesando entre 200 e 230 gramas, cedidos pelo biotério do
Programa de Pds-Graduagado em Ciéncia Fisiolégicas da Universidade Federal do

Espirito Santo.

Os animais foram mantidos em gaiolas passando por ciclos claro-escuro e

tinham acesso livre a agua e racao balanceada.

3.2 Realizagao do infarto agudo do miocardio

O procedimento para a indugao do infarto foi realizado de acordo com a técnica
descrita por Selye e cols. (1960) e modificada por Mill e cols. (1990). Animais de 200-
230g foram anestesiados com Halotano e mantidos sob anestesia com éter etilico.
Em seguida foi feita uma toracotomia do lado esquerdo entre o terceiro e 4° espaco
intercostal. O musculo peitoral foi separado e as costelas expostas. O coragao foi
gentilmente exteriorizado e a artéria coronariana descendente anterior esquerda foi
ligada aproximadamente a 3 mm distal a sua origem através do uso de fio mononylon
6.0. Ap6s o coracao ter sido colocado no lugar e o térax fechado, através de uma
ligadura em bolsa previamente preparada, os animais retomavam a respiragao
normal. O procedimento cirurgico do infarto, apds abertura do térax durava no
maximo 30 segundos. Através de tal procedimento visamos obter infartos
transmurais, nos quais a necrose miocardia envolve a espessura total (ou quase toda

a espessura) da parede ventricular (Pfeffer e cols., 1979).

O grupo controle (Sham) foi submetido ao mesmo procedimento cirurgico,

exceto pela ligagédo da artéria coronariana.
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3.3 Medidas hemodinamicas e avaliagao do VE

Oito semanas apo6s o IM ou cirurgia ficticia (Sham) os animais foram
anestesiados com injecao intra-peritonial de uretana (1,2 g/kg i. p.). A artéria carétida
esquerda foi canulada com cateter de polietilieno (PE-50) e este conectado a um
transdutor de pressdao STATHAN P23 AA ligado ao sistema de aquisicdo de dados
(MP100 Byopac Systems, Inc; CA). O cateter foi introduzido dentro do VE para

medida da pressao diastdlica final.

Eram considerados insuficientes os animais infartados que apresentaram
pressao diastdlica final do VE acima de 15 mmHg (Anversa, 1984). Também foram
registradas a pressao arterial diastolica (PAD), a pressao arterial sistolica (PAS), a
pressao arterial média (PAM), a presséao sistolica no ventriculo esquerdo (PSVE), a
frequéncia cardiaca (FC) e a primeira derivada de pressao positiva (dP/dt+) e a
negativa (dP/dt-).

3.4 Avaliacao da area de infarto

Ao fim de cada experimento as cAmaras cardiacas foram separadas e pesadas.
O septo interventricular foi considerado parte do VE. O peso umido foi corrigido pelo

peso corporal para estimativa da hipertrofia cardiaca.

O tecido infartado foi visualizado por transluminagao, uma vez que se diferencia
do tecido remanescente por se apresentar fino e fibroso. Apds visualizagao foi
separado do tecido remanescente e as bordas das fatias foram contornadas em
papel milimetrado e medidas por contagem dos pontos com a area calculada em
mm? (Mill e cols., 1990). A area de infarto foi calculada pela porcentagem da area do
VE remanescente (Figura 1). Coragbes com area de IM menor ou igual a 20% e

superior a 30% foram descartados do estudo.
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Figura 1. Avaliacao da area de infarto. | representa o tecido infarto e VE representa
o tecido remanescente. As bordas das fatias eram contornadas em papel

milimetrado e medidas por contagem de pontos com area calculada em mm?.

3.5 Avaliagao da contratilidade cardiaca

Apos avaliagdo hemodinamica, o animal foi sacrificado, o térax foi aberto e o
coragao foi cuidadosamente removido. A aorta foi perfundida, o musculo papilar
posterior do VE e uma tira longitudinal do VD foram dissecados para avaliagdo da
contratilidade cardiaca. Essas preparagdes foram colocadas em uma cuba de vidro
com 50 ml de solugao nutridora de Krebs modificada contendo (em mM), NaCl 120;
KCI 5,4; CaCl, 1,25; MgCl, 1,2; NaH,PO,4 2; Na,SO4 1,2; NaHCO;3; 27 e glicose 11 e
gaseificada por borbulhamento com mistura carbogénica (5% de CO; e 95% de O,),
a 30° C. Os musculos tiveram suas extremidades fixadas para registro da contragao
isométrica, sendo o estimulados por meio de eletrodos de prata posicionados
paralelamente ao comprimento dos musculos, que liberavam pulsos de 5 ms de
duragédo. A voltagem utilizada foi 1,5 vezes o limiar para provocar resposta mecanica
do musculo a uma frequéncia de 0,5 Hz. A for¢a desenvolvida foi medida através de

transdutor de forga isométrica (TSD125 - Byopac Systems, Inc; CA) acoplado a um
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amplificador (DA100C Byopac Systems, Inc; CA) e registrados em sistema de
aquisicao de dados (MP100 Byopac Systems, Inc; CA).

Os musculos foram estirados gradualmente até a tensao desenvolvida atingir o
valor maximo. O comprimento diastdlico da fibra muscular associado com a tensao
maxima desenvolvida denomina-se Lmax. ApOS 0 Lmax ser alcangcado, os musculos
passavam por um periodo de estabilizacggo com duracdo de 40 min

aproximadamente para entdo serem submetidos ao protocolo experimental.

O tempo de ativagdo (TA) e tempo de relaxamento (TR) em ms foram
registrados e a forgca isométrica maxima produzida corrigida pelo peso umido dos
musculos, dada em mg/g, foram registradas em todas as fases do protocolo.
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3.6 Protocolo experimental

3.6.1 Curva de potenciacio pos-pausa

A potenciagdo pos-pausa € uma manobra experimental que permite avaliar a
atividade funcional do reticulo sarcoplasmatico. A primeira contragdo apdés uma
pausa na estimulacdo elétrica é potencializada em relagdo as contracdes
precedentes (figura 2) (Vassallo e cols.,1995). Os tempos de pausa realizados foram:
15, 30, 60 e 120 segundos. A potenciacao relativa apds cada pausa foi obtida
dividindo-se a amplitude da primeira contragdo apds a pausa, pela amplitude da
contracdo que precedeu a pausa. Para que a proxima pausa fosse realizada, a
preparagdo passava novamente por um periodo de estabilizacdo até que a forga

desenvolvida retornasse ao valor basal.

Potenciagdo

*

[6.00000

16.00000

14.00000

Analog input

Forgca (mg)

Pausa

[2.00000

Tempo (S) 10.000 18.000 20.000
Figura 2. Potenciagdo pds-pausa. A primeira contragao apds pausa na estimulagao
elétrica é potencializada. O tempo foi registrado em segundos (s) e a forgca em

miligramas (mg).
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3.6.2 Curva de concentracéo-resposta de calcio extracelular

A curva concentragao-resposta ao calcio foi realizada utilizando concentracdes
extracelulares crescentes e cumulativas de caélcio (0,62, 1,25, 2,5 e 3,75 mM) para
avaliar a variacdo de forgca. No primeiro momento, a superperfusao de Krebs foi
substituida por outra que continha a concentracdao de calcio de 0,62 mM, e
novamente a preparacdo passava por um periodo de estabilizacdo. As
concentragbes crescentes eram adicionadas apos a forga desenvolvida atingir um

periodo de platdé com forga estavel (Figura 3).

Calcio 0,62 Calcio 1,25 Calcio 2,5 Calcio 3,75
A

6.0000

4.0000

20000 &
w

0.0000

Analog input
¢a (mg)

‘Tempo (s)

Figura 3: Curva de concentragcdo-resposta ao calcio realizada utilizando
concentragcbes crescentes e cumulativas de Ca® (0,62, 1,25, 2,5 e 3,75 mM). O

tempo foi registrado em segundos (s) e a forca em miligramas (mg).
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3.6.3 Curva concentragao-resposta ao isoproterenol

Para se avaliar a resposta contratil a um agonista B-adrenérgico nao seletivo, a
preparacao foi superperfundida com solucdo de Krebs contendo uma concentragao
de calcio 0,62 mM. Segundo Vassallo e cols. (1994), sob baixas concentragdes de
calcio, preparagdes isoladas de rato exibem melhor resposta inotropica positiva.
Apos estabilizacdo funcional da preparacdo, foram adicionadas ao banho, doses
crescentes de isoproterenol. A curva concentracao-resposta foi realizada com as
concentracdes de 5.10%, 5.10%, 5.107, 5.10°, 5.10° M (figura 4). A solugdo estoque
de isoproterenol foi previamente preparada com agua bidestilada e acido ascorbico

(0,3 mM) a uma concentracdo de 10° M e mantida em congelador a -20 °C.

6.00000

510°  510¢ 5107 510  510°%

Ca2t 0,62 4.00000

Forga (mg)

35|
£
Kel
o
c|
<
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0.00000

1.0000 3.5000 7.0000 10.500
minutes

Tempo (s)

Figura 4: Curva de concentracdo-resposta ao isoproterenol. Concentragdes
crescentes e cumulativas de isoproterenol (5.10%, 5.10%, 5.107, 5.10% e 5.105 M
foram adicionadas a uma solucdo de Krebs contendo uma concentracdo de Ca**

0,62 mM. O tempo foi registrado em segundos (s) e a forca em miligramas (mg).
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3.7 Farmacos e reagentes

Acido Ascérbico (Merck)

Bicarbonato de Sédio (Merck)

Cloreto de Calcio Dihidratado (Merck)
Cloreto de Magnésio Hexahidratado (Merck)
Cloreto de Potéassio (Merck)

Cloreto de Sédio (Merck)

Eter Etilico (Merck)

Fosfato de Sédio Dibasico (Merck)
Fosfato de Sédio Monobasico (Merck)
Glicose (Reagem)

Halotano (Cristalia)

Heparina Sddica (Roche)
L-Isoproterenol (hidrocloreto — Sigma)
Sulfato de Sodio (Merck)

Uretana (Sigma)

3.8 Analise estatistica

Os resultados séo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Na
analise dos dados ponderais e dados hemodinamicos foi usado ANOVA 1 via com
teste post hoc de Tukey. Para comparagao da area de infarto, foi usado o teste “t” de
Student ndo pareado. Para avaliacdo da forca de contragcdo, dados temporais e a

potenciacdo pds-pausa, foi usada ANOVA duas vias com post hoc de Fisher LSD. Os
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valores de p<0,05 foram considerados como significativos. Para analise dos dados
foi utilizado o programa estatistico GB-STAT (Dynamic Microsystem Inc., Silver
Spring, MD, USA) 6.5 for Windows e para a plotagem dos graficos foi utilizado o
GraphPad Prism 2.0 (San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagao ponderal, hemodinamica e area de infarto

Sessenta dias apos o IM, os ratos foram pesados e submetidos a avaliacéao
hemodinamica. Os animais infartados foram divididos em 2 grupos: infarto sem sinais
de insuficiéncia cardiaca (INF) e infarto com sinais de insuficiéncia cardiaca (INF-IC).
Na tabela 1 estdo representadas as medidas hemodinamicas dos trés grupos. A
pressao diastdlica final (PDf) do ventriculo esquerdo foi maior no grupo INF-IC (16 %
2,5 mmHg, p<0,05) em comparagdo ao grupo INF (7,5 £ 0,7 mmHg) e ao grupo
Sham (5,2 + 0,5 mmHg). Nao houve diferenga de PDf entre os grupos Sham e INF
(tabela 1 e figura 5 A).

Os dados ponderais dos grupos INF, INF-IC e controle (Sham) estao listados
na tabela 2. O peso corporal dos grupos estudados nao foi diferente. O aumento da
razao do peso do ventriculo esquerdo e peso corporal € uma medida indireta de
hipertrofia do ventriculo esquerdo. No grupo INF-IC houve aumento desta razdo em
relagcdo ao grupo controle. O mesmo nao foi observado com o grupo INF, pois a
razao ventriculo esquerdo e peso corporal ndo foi diferente do grupo controle (tabela
2). A hipertrofia do ventriculo direito foi notada no grupo INF-IC, mas n&o no grupo
INF. (tabela 2 e figura 5 B).

A area de infarto foi mensurada e nao houve diferenca entre os grupos INF e
INF-IC (tabela 2 e figura 5 C). Entretanto, os animais com a mesma area de infarto
apresentaram diferengas na razdo peso do pulmao e peso corporal (tabela 2, figura 5
D). O grupo INF-IC apresentou um aumento na razdo peso do pulmido e peso
corporal comparado com os grupos Sham e INF. No grupo INF n&o ocorreu aumento
na razao peso do pulmao e peso corporal (tabela 2 e figura 5 D).

A distingdo dos grupos infartos em grupos INF e INF-IC, baseou-se nos
valores diferenciados da razado entre o peso do pulmao e peso corporal, no aumento

da PDf e hipertrofia do VD ( aumento da razao peso do VD e peso corporal).
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Tabela 1: Valores hemodinamicos obtidos dos grupos Sham, INF e INF-IC:

Sham (n=9) INF (n=9) INF-IC (n=9)
PAD (mmHg) 69 +5,5 70 £ 3,1 79114
PAM (mmHg) 8455 85+3,3 93+1,8
PAS (mmHg) 106 + 5,9 105+ 3,5 111124
PDf (mmHg) 52+0,5 75107 16+25*#
PSVE (mmHg) 1123 116 + 4 120+ 3
FC (bpm) 291 +15 297 £ 17 312+12
dP/dt+(mmHg/s) 4728 + 338 4544 + 331 4098 + 231
dP/dt-(mmHg/s) 4197 + 271 3708 £ 209 3184 £ 185~

Pressdo arterial diastodlica (PAD), pressédo arterial média (PAM), pressao arterial
sistélica (PAS), presséo diastélica final do VE (PDf), presséao sistélica do VE (PSVE),
frequéncia cardiaca (FC), primeira derivada temporal positiva (dP/dt+) e negativa da
pressao (dP/dt -). Os dados representam a média £+ EPM. ANOVA 1 via, post hoc de
Tukey, para todas as analises. * p< 0,05 vs Sham; # p<0,05 vs INF.
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Figura 5: Dados ponderais e pressoricos obtidos dos grupos controle (Sham; n=9),
infarto sem sinais de insuficiéncia cardiaca (INF; n=9) e infarto com sinais de
insuficiéncia cardiaca (INF-IC; n=9). A: Presséo diastdlica final do ventriculo
esquerdo (PDf); B: razdo entre o peso do ventriculo direito e peso corporal (VD/PC);
C: area de infarto; D: razdo entre o peso do pulméo e peso corporal (PP/PC). Os
valores representam a média £ EPM. ANOVA 1 via, post hoc de Tukey e teste “t” de

Student ndo pareado para area de infarto. * p<0,05 vs Sham, # p<0,05 vs INF.
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Tabela 2. Dados Ponderais obtidos dos grupos Sham, INF e INF-IC:

Sham INF INF-IC
(n=9) (n=9) (n=9)

PC (9) 350+ 10 381+15 339+25
VE/PC (mg/qg) 1,74 £ 0,06 1,89 + 0,07 2,08+0,14
VD/PC (mg/g) 0,55 + 0,04 0,59 + 0,03 1,21+0,1*#
PP/PC (mg/g) 4,95 + 0,28 5,10 £ 0,49 7,59 +0,98* #

PVE (mg) 7,25+ 1,29 6,88 £ 0,91 5,80 + 1,24
TiraVD (mg) 12,55 + 1,06 17,0+ 2,17 22,33 +2,91*
26,5+ 1,17 25+0,9

Area Inf (%)

Valores de peso corporal (PC), razdo peso do ventriculo esquerdo e peso corporal
(VE/PC), razédo peso do ventriculo direito e peso corporal (VD/PC), razdo peso do
pulmédo e peso corporal (PP/PC), papilar do ventriculo esquerdo (PVE) tira do
ventriculo direito (VD) e area de infarto do grupo Sham, infarto (INF) e infarto com
insuficiéncia (INF-IC). Os dados sao expressos como média £+ EPM. ANOVA 1 via,

pos hoc de Tukey, para todas as analises, exceto area de infarto em que foi usado

teste “t” de Student ndo pareado. *p<0,05 vs Sham; # p<0,05 vs INF.
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4.2 Avaliacao da contratilidade miocardica dos ventriculos direito e
esquerdo

Para avaliar a contratilidade miocardica, foram realizadas as curvas de
potenciacdo pos-pausa, a curva concentragao-resposta ao calcio e ao isoproterenol
de todos os grupos estudados.

4.2.1 Curva de potenciacao pos-pausa (PPP)

Foram realizadas pausas durante a contragao de 15, 30, 60 e 120 segundos
de duragao e os valores de potenciagao relativa da forga foram registrados tanto nas
tiras de ventriculo direito (figura 6) quanto nos papilares de ventriculo esquerdo
(figura 7). A figura 6 mostra as contragdes pds-pausas em tiras de VD. Nao houve

incremento de forga apds qualquer tempo de pausa no grupo INF-IC.
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Figura 6: Curva de potenciagdo pds-pausa (PPP) em tiras de ventriculo direito do
grupo controle (Sham), infarto sem sinais de insuficiéncia (INF) e infarto com sinais
de insuficiéncia (INF-IC) com freqiiéncia de estimulacdo de 0,5 Hz e Ca** 1,25 mM.
Os dados sao expressos como média £+ EPM. Foi utilizada para analise estatistica
ANOVA duas vias e teste post hoc de Fisher LSD. * p<0,05 vs Sham; # p<0,05 vs
INF.

Em papilares de ventriculo esquerdo (figura 7), o aumento da forga em

resposta a PPP foi prejudicado tanto no grupo INF quanto no INF-IC.
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Figura 7: Curva de potenciagdo pds-pausa (PPP) em papilares de VE dos grupos
controle (Sham), infarto sem sinais de insuficiéncia (INF) e infarto com sinais de
insuficiéncia (INF-IC) com freqiiéncia de estimulacdo de 0,5 Hz e Ca?* 1,25 mM. Os
dados sdo expressos como média £+ EPM. Foi utilizada para analise estatistica
ANOVA duas vias e teste post hoc de Fisher LSD. * p<0,05 vs Sham.

4.2.2 Curva concentracao resposta ao calcio

Concentragdes extracelulares de CaCl, foram adicionadas ao banho das
preparagdes de tiras de VD e musculos papilares de VE. A figura 8 demonstra um
aumento progressivo de forga nas tiras de VD dos grupos Sham e INF. A resposta
inotropica ao calcio se manteve preservada no grupo INF e prejudicada no grupo
INF-IC, por exemplo, em Ca®* 3,75 mM: Sham= 163 + 18 mg/g; INF= 148 + 19 mg/g;
INF-IC= 68 + 11 mg/g; p<0,05.
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Figura 8: Variagdo da for¢ca desenvolvida (mg/g) em concentragdes crescentes de
CaCl;, (0,62; 1,25; 2,5 e 3,75 mM) em tiras de ventriculo direito nos grupos controle
(Sham), infarto sem insuficiéncia (INF) e infarto com insuficiéncia (INF-IC). Os dados
sao expressos como média + EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA
duas vias e post hoc de Fisher LSD. * p<0,05 vs Sham; #p< 0,05 vs INF.

A resposta inotropica ao calcio no ventriculo esquerdo (figura 9) mostrou-se
prejudicada tanto no grupo INF como no grupo INF-IC em comparagdo ao grupo

controle.



51

Papilar do Ventriculo Esquerdo

1000- —&— Sham

—6— INF
—8— INF-IC
—~ 750-
2
o
£
~ 500-
@
On
1
o
L 250
* *# *#
*# #
c L) L) L) L)
0,62 1,25 2,5 3,75
Calcio (mM)

Figura 9: Variagdo da for¢ca desenvolvida (mg/g) em concentragdes crescentes de
CaCl; (0,62; 1,25; 2,5 e 3,75 mM) em papilares de ventriculo esquerdo nos grupos
controle (Sham), infarto sem sinais de insuficiéncia (INF) e infarto com sinais de
insuficiéncia (INF-IC). Os dados sao expressos como média £+ EPM. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA duas vias e post hoc de Fisher LSD. * p< 0,05 vs
Sham; # p< 0,05 vs INF.

4.2.3 Curva concentracao-resposta ao isoproterenol

Para avaliar a resposta [(-adrenérgica, foram utilizadas concentragdes
crescentes e cumulativas de isoproterenol (5.10°, 5.10%,5.107, 5.10° ¢ 5.10° M) nos
trés grupos. A figura 10 mostra os valores de forga nas tiras de ventriculo direito. A
resposta inotropica estava prejudicada no grupo INF-IC e preservada no grupo INF,

por exemplo, Isoproterenol 5.10° M: Sham= 115 + 15, INF= 134 + 17, INF-IC=52 + 7
mg/g; p<0,05.
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Figura 10: Forga desenvolvida em mg/g em tiras de ventriculo direito em resposta a
concentragdes crescentes de isoproterenol nos grupos controle (Sham), infarto sem
sinais de insuficiéncia (INF) e infarto com sinais de insuficiéncia (INF-IC). Dados sé&o
expressos como media £+ EPM. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA 2 vias
com post hoc de Fisher LSD. * p<0,05 vs Sham; # p<0,05 vs INF.

Os papilares de ventriculo esquerdo (figura 11) foram avaliados quanto ao
desempenho da resposta inotrépica ao isoproterenol nas mesmas concentragdes
que o ventriculo direito. Ocorreu prejuizo na resposta inotrépica tanto no grupo INF
quanto no INF-IC em comparagao ao Sham (lsoproterenol 5.10° M: Sham= 770 * 69
mg/g, INF= 363 £ 9 mg/g, INF-IC= 248 £ 39 mg/g; p<0,05).
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Figura 11: Forga em mg/g nos papilares de ventriculo esquerdo em resposta a
concentragdes crescentes de isoproterenol nos trés grupos: Controle (Sham), infarto
sem sinais de insuficiéncia (INF) e infarto com sinais de insuficiéncia (INF-IC). Dados
expressos como média + EPM. Analise estatistica utilizada foi ANOVA 2 vias com
post hoc de Fisher LSD. * p<0,05 vs Sham.

4.3 Avaliagao da cinética de ativacdo e relaxamento na resposta

inotrépica ao isoproterenol

A figura 12 mostra o tempo de ativagdo em resposta ao isoproterenol em tiras
de VD. O tempo de ativagao foi maior nos grupos INF e INF-IC em comparagéo ao
controle. No entanto, os grupos INF e INF-IC n&o apresentaram diferencga entre si.

Em musculos papilares de VE, o tempo de ativagao se apresentou aumentado

nos grupos INF e INF-IC em comparagéo ao controle em todas as concentragdes de
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isoproterenol. Os grupos INF e INF-IC n&do apresentaram diferengas entre si (figura

13).

Tira de Ventriculo Direito

160-_ —4&— Sham
* —S— INF

—&— INF-IC

Tempo de Ativagao
(ms)
X
<

] ] ] ] ] ]
Basal 5.10° 5.10° 5.107 5.10° 5.10°
Isoproterenol (M)

Figura 12: Tempo de ativagdo (TA) obtidos em diferentes concentragbes de
isoproterenol em tiras de ventriculo direito dos grupos controle (sham), infarto sem
sinais de insuficiéncia (INF) e infartos com sinais de insuficiéncia (INF-IC). Dados

expressos como média + EPM. ANOVA 2 vias, post hoc de Fisher LSD. *p<0,05 vs

sham.



55

Papilar do Ventriculo Esquerdo

4 —&— Sham
4 —— INF
—&— INF-IC

Tempo de Ativagao
(ms)
R
o
1

1 1 1 1 1 1
Basal 5.10° 5.10° 5.107 5.10° 5.10°

Isoproterenol (M)

Figura 13: Tempo de ativacdo (TA) obtido em diferentes concentragdes de
isoproterenol em papilares de ventriculo esquerdo dos grupos controle (sham),
infarto sem sinais de insuficiéncia (INF) e infarto com sinais de insuficiéncia (INF-IC).
Dados expressos como média £+ EPM. ANOVA 2 vias, post hoc de Fisher LSD.

* p<0,05 INF-IC vs Sham; # p<0,05 INF vs Sham.

Na figura 14 esta representado o tempo de relaxamento das tiras de VD em
resposta ao isoproterenol. Os grupos INF e INF-IC ndo apresentaram diferencas

entre si, mas tiveram maior tempo de relaxamento do que o grupo controle.
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Nos papilares de ventriculo esquerdo, o tempo de relaxamento em resposta
ao isoproterenol foi maior no grupo INF e INF-IC (figura 15) em comparagéo ao
controle apenas na primeira concentracdo de isoproterenol (5.10'9 M). Nao houve

diferengas entre os grupos em todas as outras concentragdes
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Figura 14: Efeito do isoproterenol sobre o tempo de relaxamento (TR) em ms de
tiras de ventriculo direito dos grupos controle (Sham), infarto sem sinais de
insuficiéncia (INF) e infarto com sinais de insuficiéncia (INF-IC). Dados expressos
como média £ EPM. A analise estatistica foi realizada com ANOVA 2 vias e post hoc
de Fisher LSD. *p<0,05 INF-IC vs Sham; # p<0,05 INF vs Sham.
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Figura 15: Efeito do isoproterenol sobre o tempo de relaxamento (TR) em ms de
papilares do ventriculo esquerdo dos grupos controle (Sham), infarto sem sinais de
insuficiéncia (INF) e infarto com sinais de insuficiéncia (INF-IC). Dados expressos
como média + EPM. A analise estatistica foi realizada com ANOVA 2 vias e post hoc
de Fisher LSD. *p<0,05 INF-IC vs Sham; # p<0,05 INF vs Sham.
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5 DISCUSSAO

O principal achado deste estudo é o de que animais com mesma area de
infarto dividem-se naqueles com e sem sinais de insuficiéncia cardiaca apresentando
funcdo ventricular direita e esquerda diferente. Enquanto os animais infartados com
sinais de IC apresentam reducao da resposta inotrépica no VD e VE, os animais que
nao apresentam IC s6 tém prejuizo contratil do VE, mas preservam a contratilidade
do VD.

Ha muito se demonstra que apds o IM a perda de tecido contratil acarreta
aumento da sobrecarga no miocardio residual levando a ativagcdo de mecanismos
compensatérios que resultam em remodelamento ventricular e disfungdo do
miocardio os quais sao fatores patognoménicos da IC (Pfeffer e cols., 1985). Trés
fatores interdependentes sao responsaveis por desencadear alteragdes no
miocardio: tamanho do IM, formacao de cicatriz e estresse de parede ventricular
(Pfeffer & Braunwald, 1990). Até o presente momento, a maioria dos trabalhos tem
correlacionado a insuficiéncia cardiaca a lesbes com grandes areas de infartos
(Anversa e cols., 1985; Pfeffer e cols., 1991, Olivetti e cols., 1991). No presente
estudo os ratos infartados apresentaram area de infarto considerada de médio porte
(aproximadamente 26 %), o que possibilitou a avaliagdo de um grupo mais
homogéneo de animais infartados, desconsiderando aqueles com area de infarto
muito pequena (menor 20 %) ou muito grande (maior que 30 %). Este procedimento
tornou possivel evidenciar que até mesmo os animais que apresentavam mesma
area de infarto poderiam ou nao desenvolver a IC. A partir desta observacao inicial,
dois subgrupos de animais infartados, com mesma area de infarto, foram
classificados: os que apresentavam sinais de insuficiéncia cardiaca e os que néao
apresentavam.

Em seres humanos os métodos diagndsticos na insuficiéncia cardiaca séo
voltados para o estabelecimento da causa do disturbio e a determinacédo do grau de
disfungcao. Freqlientemente o diagndstico tem base nos sinais e sintomas do préprio
coragdo com insuficiéncia, tais como a dispnéia e a fadiga. Atualmente duas

classificagdes para a IC sdo usadas: a classificagdo funcional dos pacientes com
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cardiopatia da “New York Heart Association" (1955) e a classificagdo relacionada
com a progressao da IC da "American College of Cardiology” (Jessup & Brozena,
2003). Nestes modelos de classificagdo, a IC é definida em diferentes niveis em
funcado de aspectos clinicos e laboratoriais do paciente. Os métodos diagnosticos
consistem em historia e exame fisico, estudos laboratoriais, eletrocardiograma,
radiografia do térax e ecocardiograma (Shamsham &, Mitchell, 2000). No entanto,
nao existe tal classificagao para os modelos experimentais de IC. O que os trabalhos
tém descrito € simplesmente a presenca ou nido de insuficiéncia. De maneira geral,
tém-se considerado como um rato com sinais de insuficiéncia cardiaca aqueles com
alteragdes hemodinamicas ou estruturais no coracédo e pulméao. Segundo Anversa e
cols. (1985), a presséao diastdlica final acima de 15 mmHg € um fator determinante
para se comprovar a instalacado da IC apés IM. O aumento da presséao diastélica final
do VE representa um maior estiramento da camara ventricular no periodo da diastole
para que o débito cardiaco seja mantido normal. Consequentemente essa alteragao
acarreta faléncia da bomba cardiaca num estagio mais avangado da IC (Mueller e
cols., 2002).

As medidas hemodinamicas realizadas no presente estudo indicaram que,
dentro do grupo de animais infartados com a mesma area de cicatriz, alguns animais
apresentavam pressao diastélica final do VE normal e outros elevada. Estes mesmos
ratos apresentaram elevagao da razdo do peso do pulmido e do peso corporal
acompanhada de hipertrofia do VD.

Em modelos de animais insuficientes tem sido observada hipertrofia
concéntrica do VD em resposta a sobrecarga pressoérica imposta a esta camara apés
o IM. A hipertrofia do VD pode ser desencadeada: pelas alteragdes hemodinamicas
iniciadas no VE (Pfeffer e cols. 1995; Anversa e cols., 1986), por fatores de ativacéo
humoral (Nahrendorf e cols., 2003) ou pela congestao pulmonar que se instala na IC
(Jasmim e cols., 2004). O aumento da razdo do VD e do peso corporal € um
indicativo indireto de hipertrofia do VD. Os resultados aqui demonstrados
evidenciaram que apenas o grupo INF-IC, que ja havia apresentando o aumento de

peso do pulm&o, apresentou aumento da razdo VD e do peso corporal. Estes
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aspectos foram entdo considerados sinalizadores de insuficiéncia cardiaca (Davidoff
e cols, 2004; Pereira e cols, 2005).

O aumento da razdo do VE e do peso corporal € um indicativo indireto de
hipertrofia. O grupo INF-IC apresentou aumento desta razdo em comparagdo ao
controle, mas nao em relagcédo ao grupo INF. No grupo INF a razdo do VE e do peso
corporal ndo se diferenciou do grupo controle. Essa técnica de avaliagdo pode nao
representar exatamente a existéncia de uma real hipertrofia no tecido remanescente,
pois €& considerado o peso do VE total. O aumento do peso do VE remanescente é
compensado pela reducado do peso da cicatriz, fazendo com que esta razdo nao se
altere, apesar de haver hipertrofia do tecido remanescente ao infarto (Mill e cols.,
1990).

A hipertensado pulmonar € uma complicagdo secundaria a IC (Butler e cols.,
1999) que pode ser evidenciada pelo aumento da razdo peso do pulmao e peso
corporal (Francis e cols., 2001). Esse aumento se deve a congestao pulmonar e ao
edema decorrente da IC. A pressdo aumentada nas veias pulmonares € transmitida
de modo retrogrado aos capilares e artérias o que resulta no remodelamento
pulmonar. O remodelamento pulmonar leva ao aumento de peso dos pulmdes devido
a deposicao de colageno e reticulina, promovendo o enrijecimento do septo alveolar
e estimulando a proliferacdo de fibroblastos (Jasmin e cols., 2004). De acordo com
as avaliagbes ponderais do presente estudo, apenas o grupo INF-IC apresentou
aumento da razdo peso do pulmdo e peso corporal. Estes dados corroboram os
resultados de Davidoff e cols. (2004) que diferenciaram ratos com sintomas de IC de
animais assintomaticos apos o IM através da medida do aumento da razao peso do
pulmao e peso corporal.

Pereira e cols. (2005) avaliaram a reatividade vascular de animais 30 dias
ap6s infarto com e sem sinais de insuficiéncia cardiaca. Os animais infartados
desenvolveram diferentes mecanismos adaptativos vasculares em funcédo destes
apresentarem ou nao sinais de IC. Os autores mostraram que a reatividade
pressorica a fenilefrina no leito arterial caudal de rato estava aumentada nos animais
infartados sem sinais de IC, e o relaxamento dependente do endotélio estava

diminuido. Resposta diferente foi observada nos animais infartados que
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apresentavam sinais de IC. Nestes, a reatividade a fenilefrina estava diminuida,
enquanto o relaxamento dependente do endotélio estava inalterado.

Em relacdo ao desempenho ventricular, ha varios estudos demonstrando a
disfungao contratil decorrente do infarto do miocardio. Na grande maioria deles o que
se tém descrito sao as alteragdes observadas nos animais que desenvolveram sinais
de IC. Entretanto, até o momento, ndo se comparou a fungao cardiaca de animais
infartados, com mesma area de cicatriz, mas que apresentem ou nao sinais de IC.
Neste trabalho foi avaliada a fungcdo contratil dos ventriculos esquerdo e direito de
animais que apresentaram ou nao sinais de IC.

As pressbes sistdlica ventricular e arterial ndo foram diferentes entre os
grupos estudados. No entanto, no grupo INF-IC a manutencdo da presséao sistolica
ocorreu concomitante ao aumento da presséao diastolica final do VE, mas, ndo houve
o aumento proporcional da dP/dt. Este fato é indicativo que nos animais com IC a
contratilidade estava prejudicada. Por outro lado, o grupo INF manteve a presséo
sistolica sem haver alteracao da pressao diastolica final do VE.

A funcéao cardiaca foi estudada no musculo papilar do ventriculo esquerdo e
na tira do ventriculo direito usando uma preparagcao de contragdo isométrica. Os
aspectos avaliados neste modelo foram a resposta inotropica positiva ao calcio e a
um agonista B nédo seletivo, o isoproterenol. Avaliamos indiretamente a funcdo do
reticulo sarcoplasmatico por meio da indugao de pausas na estimulagao elétrica das
preparacoes.

A participacdo do Ca?* do reticulo sarcoplasmatico no processo de
acoplamento excitacdo-contragdo e a liberacdo de Ca?*-Ca®* induzida sdo fatores
determinantes para a contragdo do miocardio (Fabiato, 1985). A potenciagdo pos-
pausa avalia a atividade funcional do reticulo sarcoplasmatico durante a contracao e
o relaxamento. As contracdes apos pausas sdo dependentes principalmente do Ca*
liberado pelo reticulo. Durante a pausa ha um actimulo de Ca?* dentro do reticulo e
quando o estimulo é novamente deflagrado ha liberacdo de todo o Ca** que se
acumulou. Em ratos, observa-se que a contracdo subsequente a pausa €

potencializada (Vassallo cols., 1988). Neste estudo, tiras de ventriculo direito dos
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animais INF-IC apresentaram diminuigdo da forca contratil em resposta a pausas de
60 e 120 segundos. Entretanto, os animais do grupo INF mantiveram suas
caracteristicas contrateis intactas, ndo havendo assim, diferenga na potenciacao pos-
pausa dos animais infartados sem sinais de IC e o grupo controle. Este dado é
sugestivo de que, neste aspecto, a ocorréncia do infarto nao é fator suficiente para
causar prejuizo da funcdo do reticulo sarcoplasmatico no ventriculo direito. A
auséncia da potenciagao pos-pausa no VD do grupo INF-IC sugere prejuizo funcional
do reticulo sarcoplasmatico neste grupo. Por outro lado, as potenciagbes pds-pausa
nos papilares de VE, estavam igualmente reduzidas nos grupos INF e INF-IC quando
comparadas ao grupo controle. Sendo assim, no VE, a disfuncdo do reticulo
sarcoplasmatico parece estar relacionada a ocorréncia de infarto e ndo a presenca
de insuficiéncia cardiaca. De fato, alteragdes no movimento de Ca®" do reticulo
sarcoplasmatico séo relatadas apds o IM, o que pode afetar a fungéo cardiaca (Arai
e cols., 1994). A reducdo na carga de Ca?* do reticulo ou um defeito na sinalizagdo
da liberacado de Ca?*-Ca”* induzida poderiam explicar o prejuizo contratil na IC. A
diminuicdo na expressdo da SERCA-2a tem sido vista em modelos de animais com
insuficiéncia, o que prejudica a captagdo de Ca** pelo reticulo impondo uma condicéo
de aumento do Ca?* citosdlico, diminuigdo da carga de Ca** do reticulo e prejuizo do
relaxamento (Sjaastad e cols., 2002; Prunier e cols., 2005; Ahlers e cols., 2005). A
expressdo do trocador Na‘/Ca®* estd aumentada em ratos com insuficiéncia
cardiaca. O papel funcional desta mudanca na expressdo do trocador Na*/Ca®* tem
sido atribuido a tentativa de compensar a diminuicdo na expressdao da SERCA-2a
(Hasenfuss e cols., 1997), mas o efluxo de Ca?* durante o relaxamento ainda assim é
deficiente (Houser e cols., 2000), provavelmente devido a pouca participagdo do
trocador no relaxamento em ratos adultos (Bassani & Bassani, 2002) ou mesmo pela
diminuicdo da atividade da captagdo de Ca?* dependente de Na* (Yoshiyama e cols.,
1997; Wasserstrom e cols., 2000).

O estudo de Gémez e cols. (2001) mostrou que o contetido de Ca** do reticulo
sarcoplasmatico esta preservado e atribui a alteracdo do movimento de Ca®" ao
defeito na sinalizagdo da liberagdo de Ca?*. Alguns estudos demonstram diminuigao

na densidade dos receptores de rianodina apds o IM (Shao e cols., 2005; Houser e
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cols., 2000; Bers e cols., 2003). Em contrapartida, estudos de Jiang e cols. (2002)
nao detectaram esta diferenca entre animais controle e insuficientes, no entanto,
utilizaram modelos de caes que desenvolveram IC por aumento da freqléncia
cardiaca.

A entrada de Ca?* através de canais do tipo-L foi avaliada por Sjaastad e cols.
(2003). Estes autores ndo detectaram diminuicdo na densidade desta corrente e
constataram que na IC esta via de entrada de Ca*" n&o sofre alteracdes. Por outro
lado, Saraiva e cols. (2003) demonstraram uma diminui¢do do influxo de Ca?* através
dos canais de Ca®" do tipo-L. Apesar das divergéncias quanto a descrigdo das
alteragbes no acoplamento excitagdo-contragcdo dos animais infartados, os autores
concordam que 0s prejuizos contrateis estdo associados a uma area extensa de
cicatriz de infarto. No entanto, os animais infartados utilizados no presente estudo,
apresentaram mesma extensdo de infarto, mas diferengcas nas alteragbes no
acoplamento excitagdo-contragdo de ventriculo direito em decorréncia da auséncia
ou presenca da insuficiéncia cardiaca.

Os estudos de Azfal & Dhalla (1992) mostraram que apdés 8 semanas de IM,
os ratos apresentavam maior captagdo de Ca®* pelo reticulo no VD e menor no VE
em comparagao ao controle. Para explicar essas diferengas, os autores sugeriram
que, enquanto o VE esta no estagio de insuficiéncia, o VD esta no estagio de
compensar a insuficiéncia. No presente estudo, os resultados da potenciagdo pds-
pausa obtidos no VE dos grupos infartados corroboram esses achados. Os animais
dos grupos INF e INF-IC apresentaram prejuizo da atividade do reticulo
sarcoplasmatico. Entretanto, os dados do VD obtidos neste trabalho foram diferentes
daqueles descritos por Azfal & Dhalla (1992). Os dados apresentados no presente
trabalho mostram prejuizo da potenciagcdo pds-pausa no ventriculo direito nos
animais infartados com insuficiéncia cardiaca. Muito embora a funcdo do reticulo
sarcoplasmatico nao tenha sido medida diretamente neste trabalho, é possivel
especular que a manutengcdo da contratiidade do VD no grupo INF, esteja
relacionada a preservagao da atividade da SERCA-2a, dos receptores de rianodina,

ou do contetido de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico.
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Para a avaliacdo da resposta inotrdpica positiva ao Ca®" extracelular foi
realizada a curva de Ca?* com concentragdes crescentes deste ion (0,62; 1,25; 2,5;
3,75 mM). A forgca de contragdo € capaz de variar de acordo com a quantidade de
Ca’* mioplasmatico e ha uma relagdo direta entre concentracdo de Ca®" e aumento
da forga no miocardio. A ligacdo do Ca** & TnC é um passo critico para a contragao,
uma vez que essa ligacdo inicia mudangas na interagdo do complexo troponina e
tropomiosina permitindo a interagao a actomiosina (Moss e cols., 2004).

Observamos que nos papilares de VE a forga foi diminuida nos grupos INF e
INF-IC em comparacdo ao grupo controle. Houve uma diferenca na resposta
inotrépica ao Ca®* entre os grupos infartados.

De acordo com Li e cols. (1997), midcitos remanescentes de VE apds sete
dias de IM apresentam prejuizo nas suas propriedades mecanicas. As alteragdes na
quantidade e no estado de fosforilagcdo das subunidades da troponina afetaram a
sensibilidade ao Ca?* levando a diminuigdo da responsividade do miofilamento ao
Ca®* e da velocidade de encurtamento dos midcitos. Estas alteracbes foram
constatadas pelo aumento na fosforilacdo da Tnl o que acarreta diminuicdo na
formacgao de pontes cruzadas.

Além de alteragbes no complexo troponina tem sido demonstrada mudanca
nas isoformas da miosina. Lindemann (1991) relatou que mudancas qualitativas nos
miofilamentos, como alteragdées na atividade ATPasica da miosina, estdo envolvidas
na progressao da IC. A isoforma V3 da miosina passa a predominar em ventriculos
de ratos insuficientes e sabe-se que essa isoforma possui menor atividade ATPasica
do que a V, (Cazorla e cols., 2005).

No presente estudo, a resposta inotropica positiva ao calcio, em tiras de VD,
manteve-se inalterada no grupo INF, mas prejudicada no grupo INF-IC. Mais uma
vez o prejuizo da resposta contratil da camara direita s6 se manifestou em animais
insuficientes e se manteve preservada em animais infartados sem insuficiéncia.
Ainda resta definir que mecanismos intracelulares estariam envolvidos na
preservacdo da contratilidade do VD em animais infartados sem sinais de
insuficiéncia cardiaca. As possiveis vias poderiam envolver a preservagao dos

mecanismos de acoplamento excitagao-contragéo, tais como: correntes ibnicas de
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calcio do sarcolema, liberacdo de Ca?*-Ca?* induzida no reticulo sarcoplasmatico, e
até mesmo alteragao na sensibilidade da maquinaria contratil ao calcio.

Os principais componentes envolvidos no acoplamento excitagao-contracéo
sao modulados pela ativacdo do sistema nervoso simpatico. As catecolaminas
quando se acoplam aos receptores (3-adrenérgicos ativam as proteinas Gs que por
sua vez estimulam a adenilato ciclase, aumentando os niveis de AMPc. Em seguida
a PKA ¢ ativada e fosforila as proteinas que permitem o aumento do Ca?" citosdlico
como os canais de Ca** tipo-L, os receptores de rianodina e as proteinas regulatérias
da contragdo, como a Tnl e a fosfolambam que participam do processo de
relaxamento do miocardio (Lohse e cols, 2003).

No presente estudo os grupos de animais infartados com sinais de
insuficiéncia apresentaram a resposta contratil do VE diminuida quando adicionadas
doses crescentes de isoproterenol, o que indica diminuicdo da resposta -
adrenérgica. Esses achados corroboram com os resultados de outros autores
(Warner e cols., 1992; Litwin & Morgan, 1992; Qi & Rouleal, 1996; Saraiva e cols.,
2003). No VD do grupo INF a forga contratil estava preservada, semelhante ao
ocorrido durante perfusdo com solugao crescente de calcio. Ja o grupo INF-IC
apresentou redugao da resposta inotropica positiva ao isoproterenol.

Tem sido descrito, em coragdes humanos insuficientes e em modelos
experimentais com insuficiéncia, prejuizo da resposta p-adrenérgica, o que altera a
funcdo das proteinas que regulam o transiente de Ca®" (Lefkowitz e cols., 2000;
Plank e cols., 2003). Varios fatores envolvidos na sinalizacdo B-adrenérgica
contribuem para o prejuizo desta resposta. A diminuicdo na densidade dos
receptores [B1-adrenérgicos foi primeiramente descrita por Bristow e cols. (1982), os
quais atribuiram este fato ao aumento de catecolaminas circulantes no estagio final
da IC. Ja os receptores [-adrenérgicos remanescentes encontram-se
dessensibilizados devido ao aumento da atividade das proteinas quinases o que
contribui ainda mais para o desacoplamento desses receptores a proteina Gs em
coragdes insuficientes (Lohse e cols., 2003). Em coragdes humanos e de cdes com
IC, ha evidéncias de que o aumento persistente da ativacdo (B-adrenérgica esteja

envolvido com maior fosforilagdo do receptor de rianodina (RyR2), através da PKA,
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levando a uma maior probabilidade de efluxo de Ca®" através da abertura dos canais
de rianodina (Marx e cols., 2000). Contudo, ainda existe alguma controvérsia se
durante a IC, ha realmente uma hiperfosforilagdo destes receptores (Xiao e cols.,
2005) e, se de fato, a atividade do receptor RyR2 pode ser modulada pela PKA
(Stange e cols., 2003). A ativagdo dos receptores de rianodina parece estar
envolvida na liberagdo espontanea de Ca?' levando a reducdo da contratilidade
durante a IC (Reiken e cols., 2003). Ai e cols., (2005) demonstraram que em modelos
experimentais de IC nao isquémico, a fosforilagdo do RyR2 esta envolvida no
aumento da liberacdo de Ca?* diastdlico e na menor liberacdo de Ca** do reticulo
sarcoplasmatico o que poderia contribuir para a disfungéo contratil. Obayashi e cols.,
(2006) demonstraram, em trabéculas de VD, que a fosforilagdo do receptor RyR2
nao é causadora das contragbes espontaneas em ratos com IC, sugerindo que
outros fatores que néo a fosforilagdo do receptor RyR2 poderiam estar envolvidas na
alteragcéo da sua fungao. Estes autores demonstraram a existéncia de flutuagdes no
comprimento do sarcomero induzidas por isoproterenol, e que estas nao dependiam
de maior fosforilagcdo do receptor de rianodina. Estes pesquisadores demonstraram
ainda que as flutuagdes no comprimento do sarcémero em decorréncia da ativagcao
de catecolaminas, resultavam em reducao da forgca de contragao.

Um dos fatores que modula o relaxamento do midcito € a atividade da
SERCA-2a, que promove a recaptacido de Ca®" pelo reticulo sarcoplasmatico quando
a fosfolambam € fosforilada pela PKA (Lohse e cols., 2003). Nos grupos infartados
estudados, houve aumento no tempo de relaxamento independente da manifestagao
de sinais de IC em ambos os ventriculos. Uma das disfungbes mais relatadas na IC
esta relacionada a alteragdo no mecanismo de acoplamento excitagao-contragao.
Varios trabalhos tém demonstrado redugcdo na expressdao da SERCA-2a,
proporcional a severidade da IC (Zarain-Herzberg e cols., 1996). Esta disfuncao da
SERCA-2a, ou mesmo da fosfolambam poderia contribuir para o aumento no tempo
de relaxamento apés infarto.

O prejuizo da funcédo do VE foi observado nos dois grupos estudados, INF e
INF-IC. Segundo Anversa e cols. (1985) os prejuizos contrateis sdo muito mais

evidentes na cdmara esquerda quando comparada a camara direita. Considerando
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que as respostas inotrépicas positivas ao calcio e ao isoproterenol, bem como a
potenciacdo pds-pausa, mantiveram-se preservadas no VD apenas nos animais
infartados sem sinais de IC, o que se pode especular € a manutencgao da integridade

das fungdes contrateis neste grupo ou até mesmo uma adaptacgéao a injuria do VE.
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Oclusao Coronariana Esquerda
INFARTO DO MIOCARDIO

8 SEMANAS
Mesma area de infarto
H
PDf, VD/PC, PP/PC PDf, VD/PC, PP/PC
Elevadas Normais
INF-IC INF
VE VD VE VD
PPP 4 2 PPP ¥ Normal
ca* 4 4 ca® ¥ Normal
Isoproterenol ¥ 4 Isoproterenol ¥  Normal

Disfungao Preservado

HIPOTESES

SERCA-2a
RyR2 Na/Ca
Fosfolambam

Canais de Ca* tipo-L

Maquinaria Contratil

Figura 16: Diagrama dos resultados. Pressao Diastodlica final (PDf), raz&o peso do
ventriculo direito e peso corporal (VD/PC), peso do pulmdo e peso corporal
(PP/PC), infarto sem sinais de insuficiéncia (INF), infarto com sinais de insuficiéncia

(INF-IC), potenciacao pos-pausa (PPP), receptores de rianodina (RyR2).
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6 CONCLUSAO

As respostas contrateis do VD e do VE foram diferentes entre os grupos de
animais infartados. O grupo infartado sem sinais de insuficiéncia cardiaca preservou
a contratilidade das tiras do ventriculo direito em resposta ao aumento do Ca®'
extracelular e ao isoproterenol. Enquanto, nos animais infartados, com sinais de
insuficiéncia, a contratilidade estava prejudicada. Por outro lado, a contratilidade da
camara ventricular esquerda estava prejudicada em ambos os grupos de animais
infartados. Estes dados sugerem a existéncia de diferentes mecanismos adaptativos
na camara ventricular direita de animais com e sem sinais de insuficiéncia cardiaca

decorrente do infarto do miocardio.
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