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Lista de abreviaturas, simbolos e unidades:

Al = Area de infarto

bpm = Batimentos por minuto

B1, B2, B3: subtipos de receptores adrenérgicos

Ca* = fon calcio

DC = Débito cardiaco

dP/dt - VD = Primeira derivada negativa de pressao do ventriculo direito
dP/dt + VD = Primeira derivada positiva de pressao do ventriculo direito
EPM = Erro padrao da média

FC = Frequéncia cardiaca

g = gramas

IC = Insuficiéncia Cardiaca

IAM = Infarto agudo do Miocardio

INF = Infarto sem insuficiéncia cardiaca

i.p = via intraperitoneal de administracao de farmacos

M = Molar

mg = miligramas

mM = Milimolar

mmHg = Milimetros de mercurio

mmHg/s = Milimetros de mercurio por segundo

ms = Milissegundos

n = Numero de animais

ONU = Organizagao das Nagdes Unidas

PAD = Presséo arterial diastdlica

PAM = Presséo arterial média

PAS = Pressao arterial sistdlica

PC = Peso corporal

PD = Presséao diastdlica do ventriculo direito

PDf = Pressao diastdlica final

PSVD = Press&o sistdlica isovolumétrica do ventriculo direito
APSVD = Presséo sistdlica isovolumétrica desenvolvida do ventriculo direito
PPC = Presséao de perfusao coronariana

PP/PC = Razao peso do pulmao e peso corporal



PSVE = Presséo sistélica no ventriculo esquerdo

RS = Reticulo sarcoplasmatico

s = Segundos

SUS = Sistema Unico de Saude

TnC = Troponina C

Tnl = Troponina |

TnT =Troponina T

VD = Ventriculo direito

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

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

Trabalhos recentes deste grupo de pesquisa tém demonstrado que ratos
que sofrem infarto agudo do miocardio (IAM), com a mesma area de infarto,
podem evoluir ou n&o para insuficiéncia cardiaca (IC). O estudo de tiras
isoladas de ventriculo direito demonstrou que a contratilidade esta preservada
apo6s IAM quando néo ha evidéncia de IC em ratos com mesma area de infarto.
Restava ainda avaliar se esse mesmo padrao de resposta seria observado no
coragdo como bomba. Na preparacdo de Langendorff, € possivel avaliar,
através de intervengdes inotrépicas, o desempenho ventricular de forma
independente de quaisquer mecanismos extrinsecos de controle da
contratilidade. A proposta deste estudo foi investigar a fungéo ventricular direita
em coragodes, contraindo isovolumetricamente, de animais com e sem sinais de
IC apés 8 semanas de IAM. Para tanto, ratos Wistar, machos, foram
subdivididos em 3 grupos: Controle (SHAM, n= 11); Infarto sem sinais de IC
(INF, n=11) e Infarto com sinais de IC (IC, n= 11). Os resultados da analise in
vivo evidenciaram melhora da funcao ventricular direita no grupo IC (PSVD: 48
+ 2,2* mmHg; PDfVD: 4,5 + 0,8* mmHg; dP/dt+ VD: 2046 + 226* mmHg/s;
dP/dt- VD:1807 £ 84* mmHg/s; *p<0,05) sem alteragao no grupo INF (PSVD: 31
+ 2,6 mmHg; PDfVD: 1,2 £ 0,4; mmHg; dP/dt+ VD: 1192 + 165 mmHg/s; dP/dt-
VD: 1239 + 156 mmHg/s). No grupo IC foram incluidos os ratos que
apresentaram aumento na PDf VE (IC= 13,0 = 1,8* vs INF=2,6 £+ 0,5; SHAM=
3,2 £ 0,4 mmHg; *p<0,05), hipertrofia do VD e um aumento do peso umido do
pulm&o. A area de infarto foi igual entre os grupos (INF=276 £1,2e IC=29,2 £
0,8%). Os resultados in vitro, entretanto, foram diferentes dos observados no
animal in vivo. Tanto o mecanismo heterométrico de regulacdo da
contratilidade, obtido pela curva estiramento-tensdo, (PD de 0 a 30 mmHg),
quanto o mecanismo homeomeétrico, obtido pela curva concentracao resposta
de [Ca*?]. (0,62 mM até 3,75 mM) e uma dose in bolus de Isoproterenol (5x10~°
M) estavam prejudicados no VD dos animais IC. Portanto, os principais
achados deste trabalho s&o: ratos infartados com sinais de IC apresentam um
desempenho ventricular direito melhor in vivo do que in vitro. Tais observacdes
sugerem que no coragao insuficiente, os mecanismos de adaptagdo neuro-

humorais sdo essenciais para manter sua fungdo mecanica em detrimento da
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sua fungdo de bomba. Segundo, que os animais INF, com mesma area de
infarto que os IC, mantiveram preservada a fungao ventricular direita in vivo.

Estes dados sugerem que, nestes animais, a IC nao foi dependente da area de
infarto.



13

ABSTRACT

Recent studies performed in our laboratory the demonstrated that rats
submitted to myocardial infarction (MI), presenting same infarct area, may
develop or not heart failure (HF). Moreover, the study of right ventricle (RV)
isolated strips showed that contractility is preserved following Ml in rats without
HF signals with similar infarct area. However, it is unknown if such response
occurs in the isolated heart preparation. In Langendorff perfused hearts is
possible to evaluate the contractile performance by using inotropic interventions
independent of any extrinsic mechanism of contractility control. Thus, the aim of
the present study was to investigate the RV performance of hearts under
isovolumetric contraction of rats with and without HF signs after 8 weeks of M.
Male Wistar rats were divided in three groups: control (SHAM, n= 11); infarction
without HF signs (INF, n= 11) and infarction with HF signs (HF, n= 11). The in
vivo results showed improvement of RV function in the HF group (RVSP= 48 +
2.2* mmHg; RVEDP= 4.5 + 0.8*; mmHg; dP/dt+= 2046 + 226 mmHg/s; dP/dt-
=1807 £ 84* mmHg/s; *p<0.05). In the INF group the RV function remained
unaltered (RVSP= 31 + 2.6 mmHg; VEDP= 1.2 £ 0.4 mmHg; dP/dt+= 1192 %
165 mmHg/s; dP/dt-= 1239 + 156 mmHg/s). The HF group included the animals
that presented increase in LVEDP (HF= 13.0 + 1.8* vs. INF=2.6 £ 0.5; SHAM=
3.2 £ 0.4 mmHg; *p<0.05), RV hypertrophy and increase on wet weight of lungs.
The infarct area was similar between groups (INF= 276 + 1.2 e HF= 29.2 +
0.8%). Nevertheless, in vitro results were different of those obtained in vivo. The
heterometric mechanism of contractility regulation, obtained by stretch-tension
curve (DP= 0 - 30 mmHg, and the homeometric mechanism, obtained by [Ca*?,
response concentration curve (0.62 mM - 3.75 mM) and isoproterenol
administration (5x10'5 M), were impaired in the RV HF animals. The main results
presented here demonstrated that infarcted rats with HF signs presented better
RV performance in vivo than in vitro. These findings suggest that, in the HF
animals, the neurohumoral mechanisms are important to maintain the heart
function. Second, INF rats presenting the same infarct area, showed a normal
RV function in vivo, wich suggest that, in these animals, the HF are not

dependent on the infarct size.
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INTRODUGAO:

1. DESEMPENHO CONTRATIL DO CORAGAO NORMAL

O coragdo, como elemento do sistema cardiovascular, interage
perfeitamente com uma rede de outros sistemas que compdem a complexidade
de um organismo em perfeita homeostasia. Para a completa compreensao dos
disturbios de sua fungdo, como no estado fisiopatoldgico da Insuficiéncia
Cardiaca (IC), é necessario estudar os mecanismos que lhe garantem o
funcionamento adequado. Portanto a avaliagdo do desempenho, funcdo e
contratilidade ventriculares s&o importantes ferramentas que podem ser
utilizadas na diagnose bem como no progndstico de diversas cardiopatias
estabelecidas.

O desempenho do coragéo se restringe a fungdo de bomba do ventriculo
refletida no débito cardiaco (DC) expresso em volume por minuto. A fungao
ventricular agrega ao desempenho alguma medida de pré-carga imposta a este
como o volume diastdlico final (VDf), dimensao, pressao ou estresse de parede.
Por fim, a contratilidade, também reconhecida com o estado inotrépico, refere-
se a identidade muscular do miocardio que é refletida pela qualidade da
contragdo da fibra. (Colluci e Braunwald, 1997). Parece importante, dessa
forma, a avaliacdo do coracdo como um musculo que desempenha uma fungao
de bomba no organismo e auxilia os demais 6rgaos e tecidos realizarem suas

atividades.
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1.1 O CORAGAO COMO UM MUSCULO

O coracgéo é constituido por varios tipos celulares, dentre elas, destacam-
se as células musculares denominadas miécitos. Nestas € possivel identificar a
repeticdo organizada de uma estrutura responsavel pela mecanica contratil: o
sarcdOmero, que ocupa cerca de cinquenta por cento da massa celular. Devido
ao perfeito alinhamento entre estas unidades repetidas, o musculo cardiaco se
assemelha ao esquelético por sua aparéncia estriada. A estrutura sarcomeérica
€ por sua vez constituida de proteinas que compdem as miofibrilas. Estas s&o
constituidas por trés tipos de proteinas, a saber: proteinas contrateis,
responsaveis diretamente pelo processo contratil; as proteinas regulatérias que
modulam a interagdo entre as proteinas contrateis e as proteinas estruturais,
que mantém a estrutura do sarcémero e fornecem elasticidade e extensibilidade
a fibra. Os miofilamentos contrateis incluem o miofilamento fino, composto pela
proteina contratil actina e o complexo regulatério troponina-tropomiosina, bem
como o miofilamento grosso, formado por moléculas de miosina. A actina
possui sitios ativos que se interagem com a miosina. A interagdo entre estes
miofilamentos gera forgca e encurtamento do musculo que é assim alcangado
devido uma sequéncia de eventos subsequentes a uma excitagdo elétrica
promovida pelo potencial de agdo cardiaco. Tal conjunto de eventos,
envolvendo estruturas especificas da célula, ions e outras proteinas além dos
miofilamentos contrateis € assim denominado acoplamento excitagao-
contracéo.

O midcito, como uma célula excitavel, € capaz de gerar potenciais de
agao através de uma sequéncia de alteragdes tempo e voltagem-dependentes
na permeabilidade de sua membrana plasmatica aos ions sodio, potassio,
calcio e cloreto. A excitagado 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 contragao, ligar-se-a aos receptores de rianodina do reticulo
sarcoplasmatico (RYR2) que por sua vez promovera a liberagdo de uma grande
quantidade de Ca®' para ativagdo dos miofilamentos contrateis, que se

denomina de liberagdo de Ca®*'-Ca?* induzida (Fabiato, 1985, Ferrier et al.,
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2001). Os sitios de ativagado da actina estdo bloqueados pela tropomiosina, e
esta ultima encontra-se ligada a troponina que, por sua vez, possui trés
subunidades para ligagdo com a tropomiosina. Quando a subunidade | da
troponina (Tnl) interage com a tropomiosina, o sitio ativo da actina é inibido. A
subunidade C da troponina (TnC) possui alta afinidade pelo ion Ca*. Em
virtude do aumento de sua concentragao no citoplasma do midcito, o calcio se
difunde em direcdo as miofibrilas e interage no miofilamento fino com a TnC, e
consequentemente a tropomiosina é afastada removendo a inibicédo a ligagao
de actina e miosina. Ainda na presencga da ligagao Ca?*-troponina C, uma outra
subunidade da troponina encontra-se ligada a tropomiosina, a TnT. A interag&o
entre troponina T e tropomiosina faz com que essa ultima se desloque expondo
o sitio de ligacéo da actina. E entéo que a miosina se liga & actina promovendo
a contragdo (Langer, 1992; Moss et al., 2004). Durante a diastole uma
substancial propor¢cdo de pontes cruzadas entre os miofilamentos contrateis
esta fisicamente bloqueada pelo préprio filamento fino, e também s&o
caracterizadas pontes cruzadas em um estado de ligagédo fraco e incapaz de
gerar forga. Durante a sistole o calcio liga-se a sitios protéicos regulatérios que
permitirdo a liberagcado do estado fisico de bloqueio dos miofilamentos contrateis
(Solaro e Rarick, 1998).

Recentemente foi descrita uma proteina em cardiomiécitos ventriculares
que exerce agdes inotropicas através da modulagdo da homeostase do calcio e
da funcao dos miofilamentos, a proteina S100A1. Ela esta localizada no reticulo
sarcoplasmatico interagindo com o complexo protéico, a bomba de Ca*" do
reticulo sarcoplasmatico-fosfolambam, com os RyR2, também nas mitocondrias
€ em associacao com a titina no sarcémero. No miocardio normal parece que
sua funcgao inotropica esta envolvida no aumento do efluxo de calcio do reticulo
sarcoplasmatico, melhorando a funcdo sistdlica por um aumento da abertura
dos receptores de rianodina durante a sistole. A melhora da fungao diastdlica é
explicada por uma diminuicdo da probabilidade de abertura desses mesmos
receptores e aumento da atividade da SERCAZ2a. Também esta evidente que a
S100A1 modula a fungado da titina, e dessa forma aumenta a sensibilidade ao
calcio dos miofilamentos facilitando o desempenho sistdlico e diastolico. E por

fim, por estar associada a mitocdndria, parece poder acoplar o trabalho
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cardiaco com a produgao energética mitocondrial dependente de calcio (Most et
al., 2007).

O relaxamento da fibra seguinte a contragdo ocorre devido a remogao
do caélcio que ativa a interagcao entre os miofilamentos, e é alcangado gracas a
quatro sistemas de transporte que removem o excesso deste ion do citossol. O
principal sistema de transporte de calcio envolve a ativagdo de uma proteina do
reticulo sarcoplasmatico que recapta ativamente o calcio citosdlico para o seu
interior. Dessa forma, o Ca®* é re-captado ativamente e re-armazenado dentro
do reticulo sarcoplasmatico pela bomba de Ca* (Ca2+ ATPase) do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA-2a). O bombeamento do Ca®* pela SERCA-2a é
influenciado pelo estado de fosforilagdo de uma outra proteina que se encontra
associada a SERCA-2a, a fosfolambam (Le Peuch et al., 1980; Koss et al.,
1996). Quando ndo 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 da fibra (Frank et
al., 2003; Yano et al., 2005). Um segundo sistema de extrusdo de calcio é o
trocador Na*/Ca®" que contribui para a remocdo do Ca** do citoplasma durante
a diastole promovendo a troca de 3 Na*, entrando, para 1 Ca**, saindo da célula
(Wier et al., 1989; Santi et al., 1995). A forca que movimenta este trocador
advém do gradiente eletroquimico do Na*, mantido pelo bombeamento ativo da
Na‘*/K*-ATPase. Outros dois transportadores de Ca?* do citosol menos
significativos quantitativamente sdo a bomba de Ca®" do sarcolema e o
uniporter mitocondrial de Ca®* (Bers, 2000).

O acoplamento excitacdo-contragao € uma cascata de transducao de
sinais mediados pelo ion calcio, e este por sua vez, é capaz de auto-regular tais
eventos através da ligagdo a uma proteina que serve como um sensor
intracelular de calcio, a calmodulina (CaM). Esta proteina citosolica modula
eventos celulares através da ativagao da proteina quinase (CaMKIl) ou por
simples agao direta. Devido a ativagao desta quinase o estado de fosforilagdo
de outras proteinas € alterado como os canais de rianodina, os canais de calcio
do tipo L, a SERCA e o fosfolambam, e dessa forma é alterada a homeostase
do caélcio intracelular (Zhang et al., 2004; Yang et al., 2003). Também tem sido
descrita a acao direta da CaM no acoplamento excitagdo-contragdo como um

importante mecanismo na terminacdo da liberacdo de calcio do reticulo
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sarcoplasmatico. Esta pode ser explicada por uma alteragcdo na cinética dos
receptores de rianodina, de forma que reduz sua probabilidade de abertura e
aumenta a duracao de seu tempo de fechamento (Xu e Meissner, 2004).
Portanto, como musculo o coracdo desenvolve ciclos de contracao-
relaxamento que permitem a este 6rgao realizar sua fungdo de manutengao da

homeostasia garantindo a adequada perfusdo aos demais tecidos.

1.2 O CORAGAO COMO BOMBA:

A avaliagdo do desempenho ventricular assume a premissa de que,
como uma bomba, o coragdo recebe um determinado volume de sangue e
completamente o ejeta através da aorta aos tecidos periféricos tornando-os
capazes de desempenharem suas fungdes no organismo. Logo, a medida do
débito cardiaco (DC), que é o volume de sangue ejetado por minuto pelo
coragao, € uma medida direta da fungdo de bomba que este musculo é capaz
de exercer.

Na avaliagdo do DC, como uma medida do desempenho da bomba
miocardica, € interessante destacar que este € estreitamente dependente da
pré e pos-carga além da contratilidade do miocardio. Para uma melhor
compreensao dos conceitos de pré e pos-carga € necessario reportar-se a
relacdo matematica de Laplace, que estabelece que para uma estrutura
esférica fechada, como o ventriculo, suas paredes sofrem determinada tenséo,
que é denominada estresse de parede. Esta, por sua vez, € dependente
diretamente da pressdo dentro da cavidade e de seu raio interno, e
inversamente da espessura da parede ventricular (Jones et al., 2000). Logo, a
pré-carga pode ser entendida como o estresse de parede no final do
enchimento diastdlico e a pds-carga como o estresse de parede durante a
ejecdo sistdlica (Norton, 2001). Depreende-se, portanto que quaisquer
alteragdes que possam influenciar a tenséo sofrida pela parede ventricular na
diastole e sistole, como um aumento de pressdo ou uma dilatagdo da camara

irdo diretamente afetar o DC. E relevante ressaltar que, quando o estresse de
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parede aumenta, o aumento da espessura da parede pode compensar 0s
mecanismos que levaram o aumento dessa tensédo (Capasso et al., 1992) e,
portanto, um remodelamento estrutural ocorre a fim de reduzir a tensado de
parede da cédmara reduz também a sua demanda energética. (Graham et al.,
1968; Mill et al., 2004).

Em relacdo a contratilidade pode-se defini-la como o estado em que a
fibra encontra-se capaz de se contrair e envolve a maxima interagéo entre os
ions calcio e as proteinas contrateis. Como ja considerado, a contratilidade é
reconhecida com estado inotrépico do musculo e esta pode influenciar o DC.
Intervengdes que cursam com aumento do transito sarcolemal de calcio, e, por
conseguinte, com o aumento citosélico deste ion, ativam a interagdo entre os
miofilamentos e em Ultima anadlise, o desenvolvimento de forca muscular que
culminara com um aumento da ejegc&o ventricular. Um indice de contratilidade
muito utilizado é a taxa de variagao da pressao no tempo (dP/dt). Este indice é
muito sensivel a alteragées no estado inotropico e por isso, podem revelar em
intervengdes inotropicas agudas, o grau de contratiidade do musculo e
consequentemente, o seu desempenho como bomba (Okoshi et al., 1999).

O DC, uma vez influenciado principalmente por estes fatores descritos
acima é finamente regulado através de mecanismos intrinsecos e extrinsecos.
Estes ultimos se referem a uma regulagdo neuro-humoral, enquanto os
mecanismos intrinsecos de controle do DC sao aqueles que podem ser
desconectados de estimulos circulatérios, e que, portanto sdo exclusivos do
préprio 6rgao em questéao.

Na preparagao de coracao isolado é possivel estudar os mecanismos
intrinsecos que podem envolver tanto a auto-regulagédo heterométrica, como a
auto-regulagdo homeométrica (Sarnoff e Mitchell, 1962). A regulagdo
heterométrica, também denominada de Lei de Frank-Starling do coragéao,
baseia-se na propriedade intrinseca do miocardio em variar sua forga de
contragdo, em poucos batimentos, em fungdo da pré-carga a ele imposta
(Patterson e Starling, 1914; Patterson et al., 1914; Allen e Kentish, 1985). Esta
capacidade intrinseca foi inicialmente explicada devido a uma superposi¢cao
6tima dos miofilamentos contrateis que o estiramento das fibras proporciona,
possibilitando um maior numero de ligagbes cruzadas entre a miosina e a actina

(Huxley e Hanson, 1954). Em seguida, foi demonstrada a ocorréncia de
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aumento da sensibilidade dos miofilamentos ao calcio, dependente do
comprimento muscular em repouso (Jewell, 1977; Stefanon et al., 1990) e mais
especificamente, verificou-se que a troponina C cardiaca torna-se mais sensivel
ao calcio quando o musculo é estirado e, esta sensibilidade & progressivamente
aumentada em direcéo ao centro do sarcomero (Babu e Gulati, 1988; Gulati et
al., 1992). Experimentos recentes tém fornecido uma nova hipétese ainda mais
elegante para explicar o aumento da sensibilidade dos miofilamentos ao calcio
e a génese do aumento da forga dependente do estiramento. Esta postula que
a sensibilidade ao calcio, que é a base da relagdo de Frank-Starling, depende
nao apenas de alteragbes no comprimento do sarcébmero por si sO, mas a
reducao do espagamento lateral entre os miofilamentos (Fuchs e Smith, 2001).
A modulagado deste espagamento lateral € permitida pela presenga da titina,
uma proteina que liga o miofilamento grosso a linha z do sarcémero, e que
pode ser estirada e assim promover uma aproximag¢ao dos miofilamento, e
consequentemente maior probabilidade de formagdo de pontes cruzadas
(Fukuda et al., 2005).

A relacdo de Frank-Starling é explicada ndo sé pelo aumento da
sensibilidade dos miofilamentos, mas também pelo aumento gradual no
transiente de calcio que ocorre apds alguns batimentos seguintes ao
estiramento do miocardio. Postula-se que as alteragbes na forga contratil
dependente do estiramento muscular tenham, portanto, dois componentes: um
componente rapido, onde imediatamente apds o estiramento a forgca contratil é
aumentada, que pode ser explicado por aumento da sensibilidade dos
miofilamentos ao calcio, e um componente lento, que cursa com um aumento
lento da forga contratil devido a um aumento gradual do transiente intracelular
de calcio (Allen e Kurihara, 1982). Sendo assim, mudancgas na fungao cardiaca
induzidas por estiramento podem também serem explicadas por canais idnicos
ativados por estiramento localizados no plasmalema de cardiomiécitos (Tavi et
al., 1998). Estes canais tém sido bem descritos e sua probabilidade de abertura
tem sido associada ao estresse mecanico da membrana (Morris, 1990). Séo
bem documentados varios tipos de canais ativados por estiramento em
cardiomiécitos e parece que a maior parte deles € um tipo de canal com
consideravel permeabilidade a cations mono e di-valentes (Sachs, 1988). A sua

ativagdo leva a um aumento direto da concentragdo intracelular de calcio e
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também de sdédio devido a sua permeabilidade a estes ions. O aumento deste
ultimo ion ativa o trocador sddio-calcio no modo reverso promovendo um
acumulo adicional de calcio na célula. Mais ainda, o aumento de caélcio leva a
uma maior recaptacdo deste ion pelo reticulo sarcoplasmatico e
consequentemente uma maior liberagéo sistdlica de calcio (Tavi et al., 1998;
Calaghan e With, 2004).

A auto-regulagdo homeométrica, que também pode ser identificada como
um mecanismo intrinseco de regulagcdo do DC, ndo esta relacionada a
alteragdes no comprimento diastdlico da fibra, mas sim a aumentos da presséo
aortica e frequéncia cardiaca. Quando a frequéncia cardiaca € aumentada, a
forca de contragdo ventricular progressivamente também aumenta, em
determinados limites, fenbmeno conhecido como “Efeito Escada”. A explicagao
mais provavel para tal fato € que repetidas despolarizagdes do midcito resultam
em maior influxo de calcio pelos canais voltagem dependentes bem como o
aumento do sédio citosdlico, que por sua vez, também aumenta o calcio
intracelular através do trocador sédio-calcio (Endoh, 2006). Outro mecanismo
envolvendo a auto-regulacdo intrinseca da contratilidade € o aumento da
pressdo aortica na génese de maior forga de contragao ventricular, este efeito
foi observado em 1912 por Anrep, G von e ficou conhecido como efeito Anrep.
Ele se caracteriza por um efeito inotrépico positivo secundario a um subito
aumento da presséao aértica. (Anrep, 1912; Sarnoff et al., 1960).

E bem estabelecido que a fungdo cardiaca é modulada pelo sistema
nervoso autdbnomo, através de receptores especificos localizados na membrana
sarcolemal (Brodde et al., 1999). E sem duvida, é significante considerar que a
regulagao extrinseca do DC através da ativacéo do sistema nervoso simpatico
representa um importante mecanismo fisioldgico de regulagdo homeométrica. A
ativagao simpatica libera, como principal neurotransmissor, a noradrenalina dos
terminais simpaticos do coragado que por sua vez, agird em seus receptores de
membrana. Estes sdo em sua maioria do tipo B que por sua vez ja foram
identificados trés subtipos (B1, B2, B3). Tais subtipos estdo acoplados a uma
proteina G estimulatéria (Gs) que eleva a concentragdo intracelular de
AMPciclico, e este por sua vez ativard uma cascata de fosforilagdes de
proteinas através da ativagado da proteina quinase A (Broddle et al., 2006). O

desfecho final € a fosforilagdo de proteinas regulatérias envolvidas no
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acoplamento excitacdo-contracdo, incluindo canais de calcio do tipo L,
fosfolambam e proteinas dos miofilamentos (Xiao et al., 1999). Logo a ativagao
B-adrenérgica promove um aumento tanto na contratilidade quanto no
relaxamento muscular (Kang et al., 2007). O aumento do transiente intracelular
de calcio € modulado por fosforilagdo de canais de calcio do tipo L.
Recentemente em 1995, foi proposto por Charnet e colaboradores, que esta
regulacdo depende de proteinas associadas ao canal de calcio. Em 1999,
Haase e colaboradores, identificaram uma proteina, a Ahnak, que parece ser o
alvo de fosforilagdo da PKA. A Ahnak, quando n&o fosforilada atua como um
supressor do canal de calcio, e sua fosforilagdo permite um aumento na
probabilidade de abertura dos canais e consequentemente aumento da corrente
de calcio (Haase, 2006).

Em preparacido de coragao isolado pode-se, consequentemente, avaliar
esse importante mecanismo fisioldgico de regulagdo homeométrica do coragéo,
submetendo a preparagdo a doses de catecolaminas a fim de mimetizar a
atividade simpatica e dessa forma estudar sobre as possiveis etapas envolvidas

na ativac&o da contratilidade cardiaca dessas intervengdes inotropicas.
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2- O CORAGAO INSUFICIENTE:

2.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS:

Segundo dados do departamento de informagdo publica da ONU,
publicado em abril do corrente ano, a populagdo mundial chegara a mais de 9,2
bilhdes de habitantes em 2050 (Commission on Population and Development-
ONU, 2007). Um dos motivos do aumento da populagao, segundo o estudo, é a
maior longevidade da populagao. Logo, as populagbes de cada vez mais paises
vao envelhecer em uma velocidade alarmante. Com isso, 0 numero de pessoas
com mais de 60 anos de idade passara dos 673 milhdes atuais aos dois bilhdes
em 2050. Estima-se que no ano de 2025 o Brasil tera a sexta maior populagao
de idosos do planeta (Revisdo das Il Diretrizes da Sociedade Brasileira de
Cardiologia para o Diagndstico e Tratamento da IC, 2002; Mesquita et al.,
2004), e que em 2050 devera apresentar uma estrutura etaria semelhante a
atual estrutura etaria dos paises desenvolvidos (Kilsztajn et al., 2003). Do ponto
de vista puramente demogréfico, o processo, de envelhecimento da populagao
no Brasil deve-se, unicamente, ao rapido e sustentado declinio da fecundidade.
Se porventura, no futuro préximo, houver avangos em termos de queda
significativa de mortalidade, concentrada nas idades avangadas, havera
aceleracgao deste processo (Carvalho e Garcia, 2003).

Esta estatistica alarmante deve ser considerada tendo em vista as
alteracdes cardiovasculares que ocorrem nesta faixa etaria e que aumentam o
risco das doengas cardiovasculares (DCV), consideradas a principal causa de
morte nos idosos. Também em relagdo ao gasto com saude, o envelhecimento
da populagao devera acarretar um aumento do gasto com saude em relagao ao
PIB de aproximadamente 30% até 2050, dos atuais 8,2% para 10,7% (Kilsztajn
et al., 2003).

A analise das principais causas de oObito entre os idosos brasileiros, no
ano 2002, identifica as doengas do aparelho circulatério (36,0%), as neoplasias

(14,7%) e as doencas do aparelho respiratério (12,6%) como as mais
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importantes, correspondendo, somente essas trés, a mais de 60% do total de
obitos (Maia e cols., 2005).

Dentre as DCV de maior prevaléncia na populagédo esta a insuficiéncia
cardiaca (IC), que a partir da ultima década do século XX, tornou-se um dos
principais problemas em saude publica (Mano, 2006). A insuficiéncia cardiaca
(IC) é uma sindrome endémica em todo o mundo, que pode se manifestar como
doenca cronica estavel ou descompensada. De acordo com a | Diretriz Latino-
Americana de Insuficiéncia Cardiaca Descompensada, a ICD, pode ser aguda
(de recente comego), descompensada propriamente dita (com instabilidade de
um quadro crénico), ou refrataria, persistente. E justamente a ICD a principal
causa de internagcdo nos paises desenvolvidos. No Brasil, trata-se da terceira
causa geral de internagdo e a primeira cardiovascular, apresentando alta
mortalidade.

A estatistica americana estima que a insuficiéncia cardiaca afete mais de
3 milhdes de pacientes nos Estados Unidos — quase 1,5% da populagéo
adulta, sendo a principal causa de mortalidade cardiovascular, com 200.000
mortes por ano. Atualmente, é a doenga que mais cresce entre as doencas
cardiovasculares naquele pais, onde 400.000 pessoas desenvolvem
insuficiéncia cardiaca pela primeira vez a cada ano. E responsavel pela
hospitalizagdo de quase um milhdo de americanos anualmente e é a principal
causa de hospitalizagdo no idoso (Mano, 2006). Apesar dos avangos na
prevencao e tratamento das doencgas cardiacas terem reduzido a mortalidade
cardiovascular em muitos paises ocidentais, a insuficiéncia cardiaca vem
aumentando sua incidéncia e prevaléncia. A sobrevida apdés o diagndstico
permanece pequena, sendo de 1,7 a 3,2 anos para homens e mulheres,
respectivamente (Mesquita et al., 2004). Estima-se que, ap6s o diagnéstico,
menos de 15% dos pacientes estardo vivos entre 8-12 anos (Bocchi et al.,
2005).

No Brasil, apesar da caréncia de dados a respeito desta afecgao, estima-
se que 6,4 milhdes de brasileiros sofram de IC. As admissdes hospitalares por
IC representaram no Brasil, aproximadamente 4% de todas as hospitalizacdes e
31% das internagbes do aparelho circulatorio totalizando cerca de 380 000
hospitalizagdes/ano e uma média de duragao de 5,8. Além disso, contribui com
uma taxa de 5,6 a 6,0% de mortalidade hospitalar (DATASUS). Cerca de um
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terco dos internados no SUS com doencgas cardiacas é portador de IC. Além
disso, entre os pacientes com mais de 60 anos, a IC é a principal causa de
internacdo (Revisado das Il Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia
para o Diagnéstico e Tratamento da IC, 2002).

Araujo et al., 2005 avaliaram o custo da IC no Sistema Unico de Saude
através de um estudo transversal, retrospectivo, que estimou a utilizagcéo e
valoragao de recursos, no periodo de 12 meses, nos pacientes em seguimento
ambulatorial de Cardiologia da Universidade Federal Fluminense (UFF). O
custo total foi de R$ 444.445,20, sendo que a hospitalizagdo representou 39,7%
e a utilizagdo de medicamentos 38,3% do custo direto. Segundo dados recentes
do DATASUS, o custo total da IC no Brasil € proximo de 250 milhdes de reais

ao ano.

2.2 CLASSIFICAGOES DA IC:

Em 1928 a “New York Heart Association” publicou uma classificacdo para
os pacientes com doenca cardiaca baseado na sua severidade clinica e seu
prognéstico. Tal classificagdo tem sido atualizada nas sete edigbes
subsequentes da “Nomenclature and Criteria for Diagnosis of Diseases of the
Heart and Great Vessels” (Little, Brown & Co . 1994). A nona edi¢ao revisada foi
publicada em 1994, tendo como base o grau de esforgo para produzir sintomas,

na qual os pacientes sao divididos em quatro classes funcionais:

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

desencadeados pela atividade fisica habitual.

Classe funcional lll — Paciente assintomatico em repouso. Atividade
menor que a habitual causa sintomas.

Classe Funcional IV - Paciente com sintomas (dispnéia, palpitacdes e

fadiga), ocorrendo as menores atividades fisicas e mesmo em repouso.
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Um outro tipo de classificagdo para a insuficiéncia cardiaca foi proposto
pela American College of Cardiology e American Heart Association (ACC/AHA)
(Hunt et al., 2005). Esta classificacao ressalta a progresséo da IC e é dividida
em quatro estagios:

A. Alto risco / assintomatico.

B. Alteragdes estruturais assintomaticas.

C. Disfuncéo sistolica do ventriculo esquerdo e IC sintomatica.
D. Estéagio final da IC.

As manifestagdes clinicas desta doenga variam enormemente e
dependem de varios fatores como a exemplo a idade do paciente, a etiologia da
doenca e as causas precipitantes. Também como ja relatado nas diferentes
classificagdes ha um amplo espectro de severidade do dano a fungao cardiaca,
indo do mais leve, ao mais avangado, no qual a fungdo bombeadora do coragao
€ incapaz de manter a vida sem ajuda externa. Também, de acordo com as
manifestagdes clinicas, que se originam como consequéncia do debito cardiaco
inadequado e/ou acumulo de sangue de um ou ambos os ventriculos,
inicialmente foram propostas duas diferentes formas de IC. Uma é a
insuficiéncia retrograda, proposta por James Hoope em 1832, que constitui a
insuficiéncia de um dos ventriculos no esvaziamento efetivo do coragao durante
a sistole, de modo que o sangue acumula-se retrogradamente no sistema
venoso. Makenzie, em 1932 propds a teoria da insuficiéncia anterograda, que
relaciona as manifestagdes clinicas da IC a liberagédo inadequada de sangue ao
sistema arterial, devido ao menor DC. Parece que ambos 0s mecanismos
atuam na maioria dos pacientes com IC crénica (Braunwald, 1991).

Uma classificagdo mais utilizada é a insuficiéncia sistolica e diastdlica,
que esta implicita na definigao fisiologica da IC. A disfungao sistélica € a mais
comum, correspondendo a 70% dos casos de IC. Esta envolve a diminuigdo da
contratilidade cardiaca e da fragdo de ejecdo e como consequéncia ha um
aumento no volume diastdlico que leva a uma dilatagao cardiaca e elevagéao da
pressao diastolica de VE. A disfuncédo diastdlica por sua vez, corresponde a
30% dos casos de IC. Caracteriza-se pelo menor tamanho da camara
ventricular, hipertrofia e baixa complacéncia ventricular. Neste caso, a ejegao é
normal, porém, a custa de uma elevada pressdo de enchimento ventricular. A

IC decorrente do IAM é uma combinacao das disfuncgdes sistdlica e diastdlica. A
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insuficiéncia sistolica € causada tanto pela perda crénica do miocardio por
necrose resultante do proprio infarto quanto por perda aguda de contratilidade
miocardica por episédio transitério de isquemia. A insuficiéncia diastdlica é
causada pela substituicdo de tecido muscular normal por tecido fibroso
cicatricial com menor distensdo e por redugdo aguda na distensibilidade do
miocardio lesado reversivelmente durante um periodo de isquemia transitéria
(Colluci e Braunwald, 1997).

2.3 FISIOPATOLOGIA DA IC:

A IC é uma sindrome clinica complexa classicamente caracterizada por
uma anormalidade da fungdo cardiaca que incapacita o coragcdo de bombear
sangue de forma compativel com o metabolismo tecidual, ou fazé-lo somente
através de elevadas pressdes de enchimento (National Heart, Lung and Blood
Institute, 2003). Pode-se considera-la como uma sindrome clinica complexa
caracterizada por anormalidades na fungdo do ventriculo esquerdo, que é
acompanhada por intolerancia aos esforgos, retencao hidrica e diminuigdo da
expectativa de vida (Colluci e Braunwald, 1997; Mano, 2006). A IC é
frequentemente, mas nem sempre, causada por um defeito na contragcdo do
miocardio. Pode ser consequente a uma condicdo, na qual o coragdo é
bruscamente submetido a uma carga que exceda a sua capacidade de trabalho
ou que interfiram no enchimento ventricular. Logo a IC pode resultar de trés
anomalias fundamentais: Um disturbio da contratilidade ventricular; sobrecargas
mecanicas ventriculares de pressdao e volume; e disturbios do enchimento
ventricular (Consenso de ICC, 1992).

A fisiologia da IC envolve a interagdo entre dois fatores; a incapacidade
do coragéo insuficiente em manter o débito cardiaco suficiente para sustentar
as fungdes corporais e o recrutamento de mecanismos compensatorios visando
a manutencdo da reserva cardiaca (Porth, 2002). Entre os mecanismos
compensatérios mais importantes estdo o mecanismo de Frank-Starling, a
ativacdo dos mecanismos neuro-humorais bem como o remodelamento e

hipertrofia do miocardio (Colluci e Braunwald, 1997).



28

O mecanismo de Frank-Starling é ativado pelo aumento da pré-carga,
consequente a uma retengao de agua e sal proporcionada por uma redugéo do
fluxo sanguineo renal (Colluci e Braunwald, 1997). Entretanto, este mecanismo
compensatoério torna-se ineficaz, se o coragdo se enche demais e as fibras se
distendem excessivamente. Porém, Holubarsch et al (1996) estudaram o
mecanismo de Frank-Starling em coragées humanos em estagio grave de IC e
verificaram que este é mantido, enquanto significantes alteragdes na
distensibilidade diastolica foram evidentes.

Tratando-se do mecanismo neuro-humoral sugere-se que o
desenvolvimento da disfungao ventricular € acompanhado por uma ativagao de
fatores vasoconstritores e vasodilatadores. Os vasoconstritores por sua vez séo
decorrentes da ativacdo do sistema nervoso simpatico, do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), e também a vasopressina e endotelina. Entre
os vasodilatadores estdo o fator natriurético atrial, bradicininas e certas
prostaglandinas (Consenso de ICC, 1992; Ferrara et al., 2002; Opie, 2002).
Observa-se que as forgas vasoconstritoras, retentoras de sodio, predominam
sobre as vasodilatadoras, natriuréticas, resultando em um aumento da
resisténcia vascular periférica e retengao de sodio e agua. A influéncia neuro-
humoral da IC acarreta uma vasoconstricao sistémica que causa o aumento da
resisténcia vascular sistémica e diminuicdo do fluxo sanguineo aos musculos
esqueléticos (Mark, 1995). O trabalho de Francis et al (2001) demonstrou que,
em ratos com IC, a ativagdo neuro-humoral e a severidade da disfungéo do VE
parecem ser variaveis continuas. O remodelamento descompensatério foi
evidenciado por um aumento progressivo no volume diastdlico final sem manter
o volume sistdlico, e, além disso, a resposta humoral demonstrou ser
aumentada durante a evolugéo da doenga.

Por fim, o remodelamento ventricular como um dos mecanismos
compensatérios requerido na IC, pode ser devido a uma sobrecarga de volume
ou de pressao que inicia uma cascata bioquimica de eventos que culminam, em
ultima analise, com o crescimento do miocito e o aumento da sintese de
colageno (Mill et al., 2004). Dentre os mais relevantes estdo os sistemas calcio-
calcineurina e 0 SRAA. A calcineurina € um horménio peptidico produzido no
coracéo em resposta ao aumento do calcio citosolico (Shimoyama et al., 1999).

Frente a um aumento da pds-carga, a homeostase circulatéria s6 se mantem a
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custa de um aumento de for¢ca de contragcdo, o que pode ser obtido a partir do
influxo de calcio nas células durante o processo de ativagdo celular. Isto é
conseguido por meio do aumento da corrente de célcio. E possivel que a
calcineurina seja um elemento essencial na cascata de desenvolvimento da
hipertrofia, pois, em ultima analise, ela agiria no nucleo desreprimindo genes
envolvidos no crescimento celular (Ritter et al., 2002). Em relagdo ao SRAA,
parece que o estiramento por si s6, € capaz de aumentar a liberagdo de
angiotensina |l pré-formada no coragdo, que é armazenada em granulos
citoplasmaticos. Este peptideo parece ter sua agao proliferativa através da agao
intracelular da MAP-quinase, que por sua vez, induz a via proliferativa de
fibroblastos. (Hattori et al., 2006).

2.4 — O ESTUDO DA INSUFICIENCIA CARDIACA:

O progresso alcangado no entendimento da fisiopatologia e tratamento
da insuficiéncia cardiaca congestiva ndo teria sido possivel sem os modelos
experimentais em animais, cada um com suas peculiares vantagens e
desvantagens (Hasenfuss, 1998). Ratos que sofrem a ligagdo da artéria
coronaria descendente anterior e apresentam infarto transmural do miocardio
sdo utilizados como modelos experimentais de IC. Neste modelo, que simula a
causa mais comum de IC em humanos, € possivel o estudo dos prejuizos
cardiovasculares apés o infarto. A magnitude deste prejuizo depende do
tamanho do IM (Pfeffer et al, 1979). Em 1991, Pfeffer et al demonstraram que o
remodelamento ventricular esquerdo ocorre em diferentes extensdes em fungao
tanto do tamanho da lesédo bem como do tempo apds o infarto. No mesmo ano,
Olivetti et al, mostraram que a pressao diastdlica final do VE e o estresse de
parede diastdlico, eram consideravelmente mais acentuados no grupo com area
de infarto grande. Os achados destes pesquisadores sugerem que o prejuizo da
funcdo 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.
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Este modelo de IC ha muito é utilizado. Classicamente, o IAM é capaz de
causar de um minimo prejuizo a uma disfungao ventricular esquerda, em fungao
tanto do tamanho da lesdo bem como do tempo apods o infarto (Pfeffer et
al.,1991, Nahrendorf et al., 2001). Anversa et al em 1985 demonstraram que ha
mecanismos hipertroficos compensatérios no miocardio remanescente tao
precoce quanto 3 dias apds o infarto, e a hipertrofia do VD foi associada com o
aumento do diametro dos midcitos, enquanto que o aumento do didmetro e do
comprimento dos midcitos contribuiram para o crescimento celular do VE. Em
2003, Nahrendorf et al também evidenciaram o curso temporal do
remodelamento ventricular direito. Hill e Singal (1997), ja haviam demonstrado
em animais de 8 semanas apds infarto, que a IC estava associada a um déficit
antioxidante, primeiro no VE e depois no VD. Este ajuste compensatério de
antioxidante, observado no VD, poderia servir para preserva-lo contra o
estresse oxidativo e sustentar a fungéo cardiaca.

Em 1996, Novaes et al estudando as alteragdes na contratilidade do VD
e VE em preparacdo de musculo isolado, 30 dias apds IAM, identificaram uma
depressao contratii do VE enquanto uma preservacao no VD. Estes autores
sugeriram a existéncia de diferentes mudangas adaptativas em ambas as
camaras. Stefanon et al (1998) demonstraram, no coragao isolado, que os
animais que sobreviveram 30 dias de IAM, apresentavam sinais de insuficiéncia
cardiaca preservando o mecanismo heterométrico e com uma reducdo da
responsividade ao calcio no ventriculo direito (VD). Os autores consideraram
como sinais de IC a elevacao da pressao diastodlica final do ventriculo esquerdo
(PDfVE), a hipertrofia do VD bem como a queda no desempenho ventricular
esquerdo in vivo e in vitro. Até entdo a presenca de IC, usando o modelo
experimental de infarto, dependia de varios fatores como a area de infarto, o
curso temporal da doenga e sua localizagao (Pfeffer et al., 1991; Olivetti et al.,
1991; Nahrendorf et al., 2001).

O trabalho de Pereira et al (2005) foi o primeiro a identificar que animais
que sofriam cirurgia de oclusdo da artéria coronaria descendente anterior
esquerda, apresentando a mesma area de infarto, poderiam ser divididos em
dois subgrupos: animais infartados com sinais de insuficiéncia cardiaca (IC) e
animais infartados sem sinais de insuficiéncia cardiaca (INF). Os autores

demonstraram que estes animais apresentavam diferengas marcantes na
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reatividade vascular. De acordo com a avaliagdo hemodinamica e os sinais de
insuficiéncia, os grupos eram divididos em infartados com e sem sinais de
insuficiéncia. Neste estudo foi observado que em animais sem insuficiéncia ha
prejuizo do relaxamento dependente do endotélio e aumento da reatividade a
fenilefrina. J&4 nos animais infartados que evoluiram para a IC, a reatividade a
fenilefrina diminui. A magnitude das respostas ndo se correlacionou com a area
de infarto, e sim com as alteragbes hemodinamicas e vasculares causadas pelo
infarto. Também na fase precoce apoés IM foi possivel identificar a distingdo
entre ratos insuficientes e ndo-insuficientes, com mesma area de infarto.
Apenas o grupo com sinais de insuficiéncia cardiaca apresenta prejuizo do
desempenho ventricular e alteragao da reatividade vascular 7 dias apés infarto
agudo do miocardio (Faria et al., 2007).

Em 2007, os resultados de Dias et al, pela primeira vez demonstraram a
participagdo da Na'K'-ATPase (NKA) nas mudangas de reatividade vascular
apos o 30 dias de INF em anéis isolados de aorta de ratas. Foi verificado que a
atividade funcional da NKA, sensivel a Ouabaina, em animais IC é modulada
pelo endotélio por uma via nitrérgica, assim como nos animais Sham. Embora
este mecanismo esteja preservado no grupo IC, ele apresentou-se ausente no
INF, o que pode ser atribuido a diminuigao da liberacdo de NO estimulada pela
OUA nestes animais. Em ratas na fase aguda do IAM com e sem sinais de
insuficiéncia cardiaca foi observado que a atividade funcional da Na+K+-
ATPase esta aumentada nos grupos INF e ICC (Capatto et al., 2007).

Giuberti (2005) estudando a fungao ventricular direita de ratas 60 dias
ap6s IAM demonstraram que com a mesma area de infarto, 50% dos animais
apresentavam sinais de IC e estes tinham prejuizo da fungdo mecanica do VD.
Subsequentemente, Fernandes (2006) estudaram em ratos infartados de 60
dias a contratilidade miocardica das camaras direita e esquerda. Seus
resultados evidenciaram que a contratilidade da camara ventricular esquerda
estava prejudicada em ambos os grupos de animais infartados, mas a
contratilidade do VD em resposta ao aumento do Ca?* extracelular e ao
isoproterenol estava preservada apenas nos animais INF. 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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Deste ultimo trabalho ainda restava analisar se as diferengas no VD,
observadas nestes dois grupos experimentais, prevaleceriam no coragao
enquanto bomba. E para tanto, o presente estudo foi conduzido a fim de
observar o estado hemodindmico do VD e em seguida analisar o seu
desempenho in vitro para uma completa caracterizagdo da dindmica adaptativa

nesta camara.
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OBJETIVOS:

OBJETIVO GERAL:

Avaliar o desempenho ventricular direito, em sua atividade funcional de
bomba, em ratos que apresentem ou ndo sinais de insuficiéncia cardiaca 8

semanas apos |IAM, com a mesma area de cicatriz.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) estudar a funcao ventricular direita em uma preparagéo in vivo dos

animais 8 semanas apoés IAM, com e sem sinais de IC;

b) Estudar a fungdo da camara ventricular direita, na preparagao de
coragao isolado de rato segundo a técnica de Langendorff utilizando as

seguintes intervengdes inotropicas:

e Auto-regulacédo heterométrica da contratilidade cardiaca através da curva

de Frank-Starling;

e Regulacbes homeométricas da contratilidade cardiaca através de dois
protocolos experimentais:
o Aumento da concentragao extracelular de calcio;
o Uma dose in bolus de Isoproterenol capaz de promover maxima

resposta inotropica;
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MATERIAIS E METODOS:

1- ANIMAIS EXPERIMENTAIS:

Para a realizacdo desta pesquisa, foram utilizados ratos machos da
linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus), com idades aproximadas de
trés meses, pesando entre 200-240 gramas. Esses animais foram cedidos
pelo biotério do Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em
gaiolas, sob controle de temperatura e ciclo claro-escuro de 12 horas, com
livre acesso de agua e ragao.

Os experimentos foram realizados conforme os as normas da legislagao
e ética para a pratica Didatico-Cientifico da vivissecgdo de animais de
acordo com a Lei n.°.6.638, de 08 de Maio de 1979. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais Experimentais (EMESCAM Processos 03/2007; 04/2007).

2- TECNICA CIRURGICA DE INDUGCAO DO INFARTO AGUDO DO
MIOCARDIO:

Os animais previamente anestesiados em uma cuba de vidro
hermeticamente fechada com atmosfera interna saturada de Halotano
sofriam o procedimento segundo a técnica descrita por Selye et al (1960), e
eram mantidos sob anestesia com éter etilico durante toda a intervencéao
cirargica que assim se procedia em no maximo 30 segundos. Entre o
terceiro e quarto espaco intercostal esquerdo era feita uma toracotomia, o
musculo peitoral era separado e expostas as costelas. O coragédo era
exteriorizado e a artéria coronariana descendente anterior esquerda ligada
em uma distancia de aproximadamente 3 mm distal a sua origem com o
auxilio de um fio mono nylon 6.0. Em seguida o coragdo era novamente

interiorizado ao seu local de origem e o animal cuidadosamente suturado e
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retomava a respiragdo normal. Esta técnica permite a obtengéo de infartos
transmurais, nos quais a necrose miocardica envolve por completo ou quase
na sua totalidade a espessura da parede ventricular segundo Pfeffer et al
(1979).

Um grupo de animais também foi submetido ao mesmo procedimento
cirurgico, exceto pela ligagdo da artéria coronaria, os quais foram
identificados neste trabalho como SHAM.

ApOs a recuperagao dos animais estes eram acomodados novamente em
gaiolas identificadas que eram mantidas no biotério por 8 semanas sob as
condigdes acima especificadas.

3- AVALIACAO HEMODINAMICA:

Este protocolo experimental foi realizado a fim de estudar o sistema
cardiovascular in vivo. Oito semanas apds o IAM ou cirurgia ficticia (Sham)
os animais foram anestesiados com injecao intra-peritonial de uretana (1,2
g/kg i.p.). A artéria cardtida esquerda e a veia jugular esquerda foram
canuladas com cateter de polietieno (PE-50) e este conectado a um
transdutor de pressdo STATHAN P23 AA ligado ao sistema de aquisi¢ao e
registro de dados (MP100 Byopac Systems, Inc; CA-PC Pentium 4). Os
cateteres introduzidos dentro da artéria e veia alcancaram os ventriculos
esquerdo e direito respectivamente para a aquisicdo de dados de pressoes
intra-ventriculares.

Foram registradas a presséo arterial diastolica (PAD), a presséo arterial
sistélica (PAS), a pressao arterial média (PAM), a pressao sistdlica no
ventriculo esquerdo (PSVE), a pressao sistélica no ventriculo direito (PSVD),
a presséo diastolica final do ventriculo esquerdo (PDf VE) e direito (PDf VD),
a frequéncia cardiaca (FC) e a primeira derivada de pressao positiva e
negativa do ventriculo direito (dP/dt+ VD e dP/dt- VD). A figura 1 mostra um

registro tipico deste protocolo.
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Figura 1: Registros tipicos da avaliagdo hemodindmica em ratos anestesiados

com uretana (1,2 g/kg i.p.). A: Pressao intra-ventricular esquerda em mmHg; B:

Presséao intra-ventricular direita em mmHg; C: Frequéncia cardiaca em bpm; D:

Primeira derivada de pressao positiva e negativa do ventriculo direito em
mmHg/s (dP/dt+ VD e dP/dt- VD); E: pressao arterial em mmHg.
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4- AVALIACAO DO DESEMPENHO CONTRATIL DO VENTRICULO
DIREITO IN VITRO:

4.1 - MONTAGEM DA PREPARACAO:

Neste trabalho o coragao isolado de rato foi perfundido segundo Técnica
de Langendorff (figura2). Esta preparacdo envolve a conecgdo do coto
aortico a um sistema de perfusdo com fluxo constante de 10 ml/min através
de uma bomba peristaltica onde o musculo cardiaco € nutrido em diregao
retrograda do original no corpo do animal (Skrzypiec-Spring et al., 2007).

A retirada do coracdo do animal durava em média ndo mais que 40
segundos, e era realizada apods avaliagdo hemodinamica anteriormente
descrita. Cada animal recebia por via intra-peritoneal 40 unidades de
heparina sodica, vinte minutos antes de ser sacrificado por deslocamento
cervical. Imediatamente apds, o térax era aberto por incisdo bilateral na
altura do processo xiféide e o coracdo exposto. Todos os vasos acima do
arco aértico eram ocluidos com auxilio de um fio de nylon deixando livre a
aorta abdominal. Imediatamente a oclusdo dos vasos, o0 coracdo era
cuidadosamente retirado, em conjunto com o pulmdo, e conectado ao
sistema a fim de re-estabelecer a perfusdao do musculo cardiaco. Uma vez
iniciada a perfusao e a preparagao estando em atividade, o pulmdo era
cuidadosamente removido bem como quaisquer outras estruturas
remanescentes. A artéria pulmonar era perfurada a fim de evitar aumento da
pressao intra-ventricular que nao fosse pelo baldo. Também um pequeno
orificio foi feito no apice do ventriculo esquerdo a fim de impedir o acumulo
de liquido referente a circulacdo de Thebésio, que representa em torno de
5% do total do fluxo coronariano (Weber, 1986). A solugédo nutridora bem
como a cuba de vidro de 50 mL, contendo também solugado nutridora onde o
coracado era acomodado, eram mantidos a temperatura constante em torno
de 33° C por meio de um banho-maria.

A composi¢ao quimica da solugéo nutridora era (em mM): NaCl 120; KCI
5,4; CaCl, 1,25; MgCl, 1,2; NaHCO3 24; NaSOq4 1,2; NaH,PO4 2 e glicose 11,
gaseificada por borbulhamento de mistura carbogénica na proporgao
95%0, e 5% CO, mantendo o pH estavel na faixa de 7,4 -7,45.
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Em todas as preparacgdes os atrios eram removidos e a frequéncia dos
batimentos cardiacos era mantida fixa em 200 bpm com o auxilio de um
eletrodo de estimulacado (Ag/AgCl) imerso na cuba de vidro que acomodava
0 coragao. Eram usados pulsos de onda quadrada de intensidade uma vez e
meia a limiar (5-10 V) e duragdo de 5 ms.

Em uma preparacéo ideal, a fungéo contratil e o ritmo cardiaco regulares
retornavam em poucos segundos, e entdo um baldo de latex era introduzido
na camara ventricular direita através da valvula atrio-ventricular. Cada balao
estava hermeticamente conectado a um cateter PE 150, ligado a uma pega
em Y, onde uma de suas saidas possuia conecc¢ao direta com um transdutor
de presséao (Statham P23AA). Este permitia o registro das pressodes sistélica
e diastdlica ventricular. A outra extremidade da pegca em Y era conectada a
uma seringa de polietileno (1 mL) através de uma céanula de PE 50 e todo
este sistema permaneceu completamente preenchido de agua deionizada a
fim de controlar, de forma satisfatoria, a pressao diastdlica intra-ventricular
através da variagao do volume do balao.

A pressao de perfusdo coronariana foi avaliada através também de um
transdutor de pressao (Statham P23AA) acoplado ao sistema de perfusdo
aortica. Uma vez considerado o fluxo constante, as variagdes de pressao
indicavam variagdes na resisténcia coronariana e este parametro foi apenas
um controle da atividade funcional da preparacdo durante a realizagdo dos
protocolos.

Na montagem da preparagao verificou-se cuidadosamente que a altura
do coragdo, dos transdutores e da coluna de mercurio através da qual os
transdutores eram previamente calibrados, estivessem perfeitamente
nivelados. Os transdutores de pressdo eram perfeitamente acoplados a um
sistema de aquisigéo e registro de dados (MP 100 Biopac System, Inc; CA e
PC Pentium).
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Figura 2: llustragdo da preparagao de coragao isolado segundo a técnica de
Langendorff. Em detalhe, no painel superior esquerdo a posi¢gao do baldo no

VD.
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4.2 — AVALIACAO DA COMPLACENCIA DO BALAO:

O balao de latex era confeccionado 48 horas antes de sua utilizagao.
Este era previamente inflado com agua deionizada a um volume em torno de
5ml com a finalidade de aumentar sua complacéncia. Antes dos
experimentos, em cada novo baldo produzido, foram realizadas curvas de
variagdo de pressao em fungdo da variagdo de volume do mesmo para
garantir o seu grau de complacéncia. Foram descartados os baldes que,
para determinada variagdo de volume, desenvolvessem pressado superior a

15% daquela desenvolvida pelo baldo dentro da cdmara ventricular.

43 - DETERMINAGAO DO DESEMPENHO DAS CAMARAS
VENTRICULARES:

Foi avaliada a atividade mecanica do ventriculo direito a cada protocolo

segundo os seguintes parametros:

e A Pressao Sistdlica Isovolumétrica (PS) e ou variagao da presséao
Sistolica isovolumétrica desenvolvida (APS) como um indice de
funcdo de bomba e musculo do coragao;

e A Primeira Derivada Temporal positiva da PS (dP/dt+) como um
indice de contratilidade do musculo;

e A Primeira Derivada Temporal negativa da PS (dP/dt-) como um

indice de relaxamento do musculo;
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5- PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS IN VITRO:

No coracao isolado, o estudo dos mecanismos que controlam de forma
intrinseca o desempenho muscular, de maneira independente de estimulos
neuro-humorais pode ser realizado através de intervengdes inotropicas. No
presente estudo foi avaliado a auto-regulagdo heterométrica, também
conhecida como relagdo de Frank-Starling, através de uma curva de
estiramento-tensédo, e também a regulagcdo homeométrica do coragéo, por
meio de duas intervengdes:

1. Aumento na concentracao extracelular de calcio na solugédo nutridora

da preparacao;

2. Uma dose in bolus de isoproterenol, um agonista dos receptores

beta-adrenérgicos.

5.1 — AVALIACAO DA AUTO-REGULAGCAO HETEROMETRICA:

Nesta primeira manobra experimental realizada, o desempenho
ventricular foi avaliado através da curva estiramento-tensdo na camara
ventricular direita, mecanismo conhecido como curva de Frank-Starling,
onde a preparacdo do coragao isolado foi mantida sob perfusdo a fluxo
constante de 10 mL/min com solugdo de Krebs (Ca*? 1,25 mM). A curva foi
obtida aumentando-se a PD de 0 até 30 mmHg em intervalos de 5 mmHg. A

figura 3 ilustra um registro tipico deste protocolo experimental.
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Figura 3: Registro tipico da Curva de Frank-Starling no VD. A curva foi obtida
aumentando-se a PD de 0 até 30 mmHg em intervalos de 5 mmHg. As condigbes
experimentais eram: perfusao a fluxo constante de 10 ml/min com solugdo de Krebs

(Ca 1,25 mM). A presséo sistdlica foi registrada em mmHg e a dP/dt em mmHg/s.

5.2 — AVALIACAO DA REGULAGAO HETEROMETRICA PELO AUMENTO
NA CONCENTRAGAO EXTRACELULAR DE CALCIO:

Foi construida uma curva concentragao-resposta ao calcio utilizando
concentragdes extracelulares crescentes de calcio a fim de avaliar a
contratilidade cardiaca (figura 4). A PD na camara ventricular era mantida
em 5 mmHg e a solugdo nutridora foi substituida por outra cuja
concentragdo de calcio era de 0,62 mM, e novamente era aguardado o
periodo de estabilizagdo funcional da preparagdo. Em seguida foram
analisados os parametros ja descritos O mesmo foi realizado em solugdes

com concentragao de calcio de 1,25 mM; 1,87 mM; 2,5 mM e 3,75 mM.
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Figura 4: Tragado tipico da curva concentragao-resposta ao calcio no VD. A curva foi
obtida utilizando concentragdes crescentes de ca* (0,62; 1,25; 1,87; 2,5 e 3,75 mM). A
perfusao foi mantida a fluxo constante de 10 ml/min. A presséo sistélica foi registrada

em mmHg e a dP/dt em mmHg/s.
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5.3 — AVALIACAO DA REGULAGCAO HOMEOMETRICA POR UMA DOSE
IN BOLUS DE ISOPROTERENOL:

Neste protocolo a preparagado foi novamente nutrida com solugdo de
Krebs cuja concentragcdo de calcio era de 0,62 mM, pois preparagoes
isoladas de ratos exibem melhores respostas inotropicas positivas quando
submetidas a baixas concentragdes extracelulares de Calcio (Vassalo et al.,
1994). Assim que a preparagdo assumiu estabilidade funcional. foi
adicionado um volume de 100 uL in bolus de uma solucdo de 10° M de
isoproterenol, perfazendo uma dose de 25 ug na preparagao. Os parametros
foram assim analisados no momento em que foi atingido um periodo de

platé com desenvolvimento pressao sistolica estavel (Figura 5).

ISOPROTERENOL10-5M
CONTROLE
v Vv

59.85
44.85

29.85

mmHg

14.85

-0.15
922.42

486.21

50.00

mmHg

PVD

386.21

-822.42
400.00

300.00

200.00

BPM

100.00
0.00

mallAnimalHeartRat

5 10 minutos

Figura 5: Tragado tipico da dose in bolus de Isoproterenol. O registro demonstra a
situagao controle e a resposta inotrépica desenvolvida a este agonista -adrenérgico. A
perfusdo foi mantida por uma solugdo de Krebs contendo uma concentragdo de Ca?*
0,62 mM a fluxo constante de 10 mL/min. A pressao sistolica no VD foi registrada em

mmHg e a dP/dt em mmHg/s.
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6- AVALIACAO DA AREA DE INFARTO

Ao final de cada experimento as camaras cardiacas foram separadas e o
septo inter-ventricular foi considerado como parte do VE. O tecido infartado
foi visualizado por transluminagdo, uma vez que se diferencia do tecido
remanescente por se apresentar fino e fibroso. Separado do tecido
remanescente, e exposto sob papel milimetrado, este foi delimitado e
através de contagem de pontos a area foi calculada em mm? (Mill et al.,
1990). A area de infarto foi estimada percentualmente pela area do VE
remanescente. Da amostra total de 53 animais foram excluidos deste
trabalho um total de oito animais infartados cujos coragbes apresentaram
com area de infarto menores que 20% e maiores que 35%, e em seguida
foram separados os grupos experimentais em um total de 11 animais IC,
que corresponderam a 35% de todos os animais infartados. Para a
composi¢cédo dos outros dois grupos, INF e SHAM foram incluidos animais
com um total também de 11 unidades por grupo.

7- AVALIACAO PONDERAL:

Nesta ultima etapa dos estudos as camaras ventriculares direita e
esquerda previamente separadas, juntamente com o tecido infartado e o
pulm&o eram pesados (PVD, PVE e PP) e relacionados com o peso corporal
para a obtengdo das razbes pesos ventriculares e peso do pulm&o em
relagdo ao peso corporal (PVE/PC; PVD/PC e PP/PC).
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8- IDENTIFICAGAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS:

De posse dos dados hemodinamicos, da avaliacdo da area de infarto e
dos dados ponderais os grupos experimentais foram assim identificados:

1. GRUPO SHAM: animais que sofreram apenas a cirurgia ficticia de
colusédo coronariana.
2. GRUPO INFARTO: Este grande grupo foi subdividido em 2 sub-
grupos:
e INF: animais infartados sem nenhum sinal de
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca.
e |C: animais infartados apresentando no minimo, dois sinais
de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca detectados

nas analises hemodinamicas e ponderais.

Foram considerados sinais de progressdao de insuficiéncia
cardiaca apés infarto agudo do miocardio a PDf VE > 7 mmHg; razdo PP/PC
dos animais infartados > PP/PC+2EP dos animais SHAM e razdo PVD/PC dos
animais infartados proporcional razdao PP/PC > PP/PC+2EP dos animais
SHAM (Anversa et al., 1985; Davidoff et al., 2004; Pereira et al., 2005).

Apos as avaliagbes hemodinamica e ponderal, os animais infartados
foram subdivididos INF e IC em fungao destes ultimos apresentarem no minimo
2 sinais de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca como PDf aumentada,

hipertrofia do VD e aumento da razao PP/PC .



9- FARMACOS E REAGENTES:

Acido Ascaérbico (Merck)

Bicarbonato de Sédio (Merck)

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

Cloreto de Sdédio (Merck)

Eter Etilico (Merck)

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

Halotano (Cristalia)

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

Uretana (Sigma)
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ANALISE ESTATISTICA:

Os resultados sao apresentados como média = erro padrao da média
(EPM). Na analise dos dados ponderais, dados hemodinamicos, pressao
sistélica absoluta e desenvolvida e derivada maxima de pressédo do protocolo
com Isoproterenol foi usada ANOVA 1 via com teste post hoc de Fisher LSD.
Para comparagcdo da area de infarto, foi usado o teste “t” de Student nao
pareado. Para avaliacdo da pressao sistélica absoluta e relativa e derivada
maxima de pressao dos protocolos de Frank-Starling e curva de calcio foi usada
ANOVA duas vias com post hoc de Fisher LSD. Os 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
Prisma 2.0 (San Diego, CA, USA).
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RESULTADOS

1- AVALIACAO HEMODINAMICA E PONDERAL:

Apos 8 semanas da realizagdo da cirurgia os animais foram pesados,
anestesiados e submetidos a avaliagdo hemodinamica e em seguida
sacrificados para utilizacdo do coracéo isolado nos protocolos subsequentes.
Em seguida a realizacdo das experiéncias in situ e in vitro as cémaras
ventriculares foram separadas e pesadas bem como o pulmdo e assim
submetidos a avaliagdo ponderal e medida da area de infarto como descrito na
metodologia deste trabalho. De acordo com essas avaliagdes os animais foram
inicialmente separados em 2 grupos distintos: Grupo SHAM (animais que
sofreram apenas uma cirurgia ficticia), grupo INFARTO (grupo de animais com
deteccdo de area de infarto) que por sua vez foi subdividido em 2 subgrupos:
INF (animais infartados, mas sem sinais de insuficiéncia cardiaca) e IC (animais
infartados e com sinais de insuficiéncia).

A avaliacdo hemodinadmica dos trés grupos experimentais € apresentada
na tabela 1 e figura 6. Pode-se verificar que ndo houve diferengca entre os
grupos nas mensuragdes de PAS, PAD e PAM. Entretanto, as medidas
intraventriculares foram diferentes entre os grupos. O grupo INF apresentou
aumento da FC em cerca de 15% comparado com ratos SHAM (tabela 1 e
figura 6A), e manteve os outros parametros normais (PSVE, PDfVE, PSVD,
PSfVD, dP/dt+VD e dP/dt- VD). No grupo IC as fungbes do VE e VD foram
alteradas, sendo possivel verificar (fabela 1); um aumento significativo da
PDfVE em relag&o aos grupos SHAM e INF (tabela 1 e figura 6B); um aumento
na PSVD e PDfVD bem como da dP/dt+ VD e dP/dt- VD em relagdo aos dois
grupos (tabela 1 e figura 6-F). Houve uma tendéncia de aumento da FC neste
grupo, apesar de nao significativa.

Os dados ponderais dos diferentes grupos experimentais estao
apresentados na tabela 2 e na figura 7. O grupo IC apresentou redugao do peso
corporal, bem como hipertrofia do VD que foi confirmada indiretamente pela
razdao PVD/PC em relagdo os grupos SHAM e INF. Nao houve diferenga na
razdao PVE/PC no grupo INF, enquanto que no grupo IC a razdo PVE/PC foi
maior em relagcédo aos outros dois grupos. No grupo IC, diferente do grupo INF,
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foi observado um aumento do peso do pulmdo bem como da relacdo PP/PC.
Em relagdo a area de infarto ndo houve diferenga entre os grupos INF e IC
(figura 6G).

Tabela 1: Valores hemodinamicos dos grupos experimentais:

SHAM (n=11) _INF (n=11) _ IC (n=11)

PAS (mmHg) 109 + 4,8 104 + 4,1 102 £ 5,2
PAD (mmHg) 68+ 3,9 72447 74+ 57
PAM (mmHg) 83+ 5,1 85+ 4,4 85+ 5,3

FC (bpm) 288 + 15 329+ 15*  321+10
PSVE (mmHg) 122+ 6 114+ 7 108 + 4
PDfVE (mmHg) 3,2+0,4 2,6+0,5 13,0 + 1,8*#
PSVD (mmHg) 28+ 1,5 31+26 48 + 2,2*#
PDfVD (mmHg) 1,940,3 1,2+0,4 4,5+ 0,8*#
dP/dt +VD (mmHg/s) 1287 + 155 1192 + 165 2046 + 226™#
dP/dt- VD (mmHg/s) 1039 + 95 1239 + 156 1807 + 84*#

Pressado artéria sistdlica (PAS); Pressao arterial diastdlica (PAD); pressao arterial
meédia (PAM); freqléncia cardiaca (FC); pressao sistolica ventricular esquerda (PSVE);
pressdo diastolica final ventricular esquerda (PDfVE); pressao sistélica ventricular
direita (PSVD); pressao diastdlica final ventricular direita (PDfVD); primeira derivada
temporal positiva (dP/dt+ VD) e negativa(dP/dt- VD) da presséo intra-ventricular direita.
Dados expressos como Média + EPM. ANOVA 1 via, post hoc Fischer LSD, para todas
as analises. *p<0,05 vs SHAM; #p<0,05 vs INF.



Tabela 2: Valores ponderais dos grupos experimentais:

SHAM (n=11) INF (n=11) __IC (n=11)
PC (g) 405+ 8,5 408+ 12,3 354+ 12,4°#
PVE (mg) 899 + 47 907 + 42 873 + 40
PVD (mg) 260 + 9 284 +13 463 + 244
PP (mg) 1803 + 86 1964+ 96 2959 + 299*#
PVE/PC (mg/g) 217+0,08  2,18+0,07 2,47 + 0,08"#
PVD/PC (mg/g) 0,66 + 0,01 0,68+ 0,02 1,29 + 0,06
PP/PC (mg/g) 4,4+0,1 4,9+0,2 8,4+ 0,8%#
Al (%) 27,6+1,2  292+0,8
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Peso corporal (PC); peso umido do ventriculo esquerdo (PVE) peso umido do

ventriculo direito (PVD); peso umido do pulmdo (PP); razdo peso do ventriculo

esquerdo e peso corporal (PVE/PC; razao peso do ventriculo direito e peso corporal

(PVD/PC); razéo peso do pulm&o e peso corporal (PP/PC); area de infarto (Al%).

Dados expressos como Média + EPM. ANOVA 1 via, post hoc Fischer LSD, para todas

as analises exceto area de infarto em que foi utilizado teste t de Student ndo pareado.
*p<0,05 vs SHAM; # p<0,05 vs INF.
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Figura 6: Dados hemodinamicos dos grupos SHAM (n=11); INF (n=11) e IC (n=11). A:
Frequéncia cardiaca (FC); B: Pressao diastdlica final do ventriculo esquerda (PDfVE)
C: Pressao diastdlica final do ventriculo direito (PDfVD); D: Presséao sistolica ventricular
direita; E: primeira derivada temporal positiva (dP/dt+VD) da pressao intra-ventricular
direita; F: primeira derivada temporal negativa(dP/dt-VD) da presséao intra-ventricular

direita. Dados expressos como Média + EPM. ANOVA 1 via, post hoc Fischer LSD,

para todas as analises. *p<0,05 vs SHAM; # p<0,05 vs INF.
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Figura 7: Dados ponderais dos grupos SHAM (n=11); INF (n=11) e IC (n=11). A: Peso
corporal (PC); B: Peso umido do ventriculo direito (VD) C: Peso umido do pulméo; D:
razéo peso pulmao e peso corporal (PP/PC); E: razdo peso ventriculo esquerdo e peso
corporal (PVE/PC); F: razdo peso ventriculo direito e peso corporal (PVD/PC); G: area
de infarto dos grupos INF e IC. Dados expressos como Média + EPM. ANOVA 1 via,

post hoc Fischer LSD, para todas as andlises exceto area de infarto em que foi

utilizado teste t de Student nao pareado. *p<0,05 vs SHAM; # p<0,05 vs INF.
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2- AVALIACAO DA CONTRATILIDADE MIOCARDICA VENTRICULAR
DIREITA:

O desempenho ventricular direito foi investigado através de um protocolo
de intervencdo heterométrica (Curva de Frank-Starling) e dois protocolos de
intervencdo homeométrica (curva de calcio e uma dose in bolus de
isoproterenol) de modulagdo da contratilidade cardiaca no coragédo isolado
inteiro com intuito de avaliar ambas as fungdes de musculo e bomba deste

orgao.

2.1-INTERVENCAO HETEROMETRICA:

Os resultados referentes a realizacdo deste protocolo experimental séo
demonstrados nas figuras 8-11. A pressao sistélica isovolumétrica absoluta do
ventriculo direito (PS VD) foi aumentada em fungao dos incrementos gradativos
da pressao diastdlica (PD) em todos os grupos. Entretanto no grupo IC foi
verificado que a PS foi menor em cerca de 20 % para todos os valores de PD,
Ou seja, as curvas sao em todos os pontos paralelas, tanto em relagdo ao grupo
SHAM quanto ao grupo INF. Assim, em termos absolutos, a hipertrofia do VD
(figura 7D) nao foi capaz de manter a resposta inotropica. Para o grupo INF a
partir da PD=15 mmHg verifica-se que a PS € menor em cerca de 5 %, em
relagdo ao grupo SHAM.

Na figura 9 observa-se a variagao relativa da PS VD em funcédo do
aumento da PD no ventriculo direito. O grupo IC apresentou uma melhora da
contratilidade a partir da PD=15 mmHg quando comparado ao grupo SHAM e a
partir de PD= 20mmHg quando comparado ao grupo INF, sugerindo, portanto
que o mecanismo de Frank-Starling estd preservado na camara ventricular
direita destes animais. Este fato ndo foi detectado com a analise dos valores
absolutos de PS (figura 8) onde o grupo IC apresentava uma piora no
desempenho ventricular direito em todos os valores de PD. A resposta do grupo
INF foi semelhante ao grupo controle demonstrando também uma preservacgao

do mecanismo estiramento tensao.
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PSVD (mmHg)

PD (mmHg)

Figura 8: Pressao sistélica absoluta obtida dos ventriculos direitos dos animais SHAM
(n=11); INF (n=11) e IC (n=11) em funcdo do aumento da PD de 0 a 30 mmHg em
incrementos de 5 mmHg. Protocolo realizado em solugdo de Krebs cuja concentragao
de Calcio foi de 1,25 mM. Os dados sao expressos como Média + EPM. ANOVA 2
vias, post hoc Fischer LSD. *p<0,05 vs SHAM; # p<0,05 vs INF.
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Figura 9: Pressé&o sistdlica normalizada obtida dos ventriculos direitos dos animais
SHAM (n=11); INF (n=11) e IC (n=11). Os valores de PS observados em PD=5 mmHg
foram considerados como 100%. Os dados sao expressos como Média + EPM.

ANOVA 2 vias, post hoc Fischer LSD. *p<0,05 vs SHAM; # p<0,05 vs INF.
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As figuras 10 e 11 ilustram a variagdo da velocidade de desenvolvimento
de pressao e de relaxamento das curvas de Frank-Starling realizadas nos trés
grupos experimentais. Estas medidas sdo importantes indices de contratilidade
e sao altamente sensiveis a alteragdes agudas na contratilidade e por isso
foram avaliadas em todos os protocolos de intervencgdes inotropicas realizados.
Observa-se que a dP/dt+ esta reduzida em todos os valores de PD tanto para o
grupo INF quanto para o grupo IC quando comparados ao grupo controle e
também é menor no grupo IC comparado com o grupo INF (figura 10). Estes
dados sugerem um pior desempenho sistolico do VD no grupo IC em relagéo
aos dois grupos experimentais. Além disso, tanto nos animais INF quanto nos
IC os aumentos da PD n&o concorrem com aumentos na contratilidade, fato que
€ por sua vez observado nos animais SHAM em PD acima de 15 mmHg.

Em relacdo ao relaxamento isovolumétrico inferido pelos valores de
dP/dt- é interessante observar que n&o houve diferenga entre os grupos INF e
SHAM, ou seja, as curvas ficaram sobrepostas enquanto que os animais IC
apresentaram menor velocidade de relaxamento para todos os pontos de PD
(figura 11). Ainda ha que se destacar que dentro de cada grupo houve variagao
na dP/dt- em fungdo dos aumentos de PD, e portanto os dois subgrupos de
animais infartados demonstraram a capacidade de relaxamento isovolumétrico,
com destaque para o grupo IC que apresentou o pior desempenho comparado

com os outros dois grupos.
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Figura 10: Variagdo da primeira derivada temporal positiva de pressdo em funcéo do
aumento da PD de 0 a 30 mmHg em incrementos de 5 mmHg obtida dos ventriculos
direitos dos animais SHAM (n=11); INF (n=11) e IC (n=11). Protocolo realizado em
solugdo de Krebs cuja concentragao de Calcio foi de 1,25 mM. Dados sdo expressos

como Média £+ EPM. ANOVA 2 vias, post hoc Fischer LSD. *p<0,05 vs SHAM; # p<0,05
vs INF.
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Figura 11: Variagdo da primeira derivada temporal negativa de pressdo em fungéo do
aumento da PD de 0 a 30 mmHg em incrementos de 5 mmHg obtida dos ventriculos
direitos dos animais SHAM (n=11); INF (n=11) e IC (n=11). Protocolo realizado em
solugcado de Krebs cuja concentragdo de Calcio foi de 1,25 mM. Dados sdo expressos

como Média £+ EPM. ANOVA 2 vias, post hoc Fischer LSD. *p<0,05 vs SHAM; # p<0,05
vs INF.
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2.1-INTERVENGCOES HOMEOMETRICAS:

As intervengdes inotropicas realizadas foram divididas em dois
protocolos, a saber:

1- Resposta inotropica ao calcio: os coragdes foram perfundidos com
cinco diferentes solugdes de Krebs contendo crescentes concentragdes de
Calcio: 0,62 mM; 1,25 mM; 1,87 mM; 2,5 mM e 3,12 mM.

2- Resposta inotrdpica ao Isoproterenol: os corag¢des foram perfundidos
com solucdo de Krebs a 0,62 mM de Calcio e recebiam um injegéo in bolus de
0,1 mL de uma solugao de Isoproterenol a 10° M.

2.1.1-RESPOSTA INOTROPICA AO CALCIO:

A figura 12 ilustra as evolugbes da PS na camara ventricular direita em
decorréncia das crescentes concentracdes extracelulares de calcio a que as
preparagdes dos trés grupos experimentais foram expostas. Como era de se
esperar, em todos os grupos o aumento da concentragdo de calcio na solugéo
nutridora provocou aumentos progressivos na PSVD. Entretanto, tal efeito
inotrépico positivo foi consideravelmente reduzido nos animais IC em
comparagao com os dois grupos em todas as concentragdes de calcio
avaliadas. Nos animais INF este efeito foi prejudicado em concentragbes de
calcio acima de 1,87 mM comparado com o grupo controle.

A normalizacdo destes resultados para a PS em calcio 0,62 mM,
demonstrada na figura 13, remove a diferenga entre os grupos INF e controle
sugerindo que a resposta inotrépica ao calcio manteve-se preservada. Tal fato
também foi observado no grupo IC, e uma vez considerando o fato que houve
hipertrofia da camara direita destes animais, sendo sua razdo PVD/PC 1,29 £
0,06 mg/g enquanto para o grupo SHAM 0,68 + 0,02 mg/g, este resultado
sugere que este remodelamento ventricular direito € capaz de restaurar a
resposta inotropica ao calcio nestes animais. Em suma, os dados sugerem de
forma clara que a melhora do desempenho mecéanico do ventriculo direito,
induzido por aumento nas concentracbes extracelulares de calcio, esta
preservado nos animais que sofreram infarto, com sinais ou nao de insuficiéncia

cardiaca.
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Figura 12: Variagdo da presséo sistolica isovolumétrica em fungdo de crescentes
concentragdes de calcio na solugao nutridora (0,62 mM; 1,25 mM; 1,87 mM; 2,5 mM e
3,12 mM) obtida dos ventriculos direitos dos animais SHAM (n=11); INF (n=11) e IC
(n=11). Protocolo realizado em PD constante de 5 mmHg. Dados s&o expressos como
Média £ EPM. ANOVA 2 vias, post hoc Fischer LSD. *p<0,05 vs SHAM; # p<0,05 vs
INF.
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Figura 13: Variagdo percentual da pressao sistdlica isovolumétrica em funcao de
crescentes concentragbes de calcio na solugao nutridora obtida dos ventriculos direitos
dos animais SHAM (n=11); INF (n=11) e IC (n=11). A presséo sistdlica em calcio 0,62
mM foi considerada 100% para todos os grupos. Dados sdo expressos como Média *

EPM. ANOVA 2 vias, post hoc Fischer LSD.
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Os resultados a seguir se reportam a um indice de contratilidade da fase
isovolumétrica para este protocolo inotropico, a taxa maxima de aumento da
pressdo ventricular direita (dP/dt VD). Na figura 14 verifica-se que o infarto por
si s6 promove perda da contratiidade na camara direita em resposta ao
estimulo inotrépico do aumento de calcio extracelular para todas as
concentracdes analisadas. Nos animais infartados e com sinais e insuficiéncia
(grupo IC) a velocidade de desenvolvimento de pressédo é ainda menor que o
grupo INF revelando, portanto, que o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca
decorrente do infarto agudo do miocardio prejudica a contratilidade ventricular
direita em resposta ao aumento da disponibilidade de calcio extracelular.

Na figura 15 observa-se que o indice de relaxamento isovolumétrico
(dP/dt-) na camara direita dos animais IC esta prejudicada neste protocolo
experimental em relagdo aos outros dois grupos. O grupo INF sé demonstrou

prejuizo de relaxamento na concentragcédo de Calcio 3,12 mM.
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Figura 14: Variagdo da primeira derivada temporal positiva de pressdo em funcao de
crescentes concentragdes de calcio na solugéo nutridora (0,62 mM; 1,25 mM; 1,87 mM;
2,5 mM e 3,12 mM) obtida dos ventriculos direitos dos animais SHAM (n=11); INF
(n=11) e IC (n=11). Protocolo realizado em PD constante de 5 mmHg. Dados séo
expressos como Média + EPM. ANOVA 2 vias, post hoc Fischer LSD. *p<0,05 vs
SHAM; # p<0,05 vs INF.
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Figura 15: Variagao da primeira derivada temporal negativa de pressao em fungao de
crescentes concentragdes de calcio na solugéo nutridora (0,62 mM; 1,25 mM; 1,87 mM;
2,5 mM e 3,12 mM) obtida dos ventriculos direitos dos animais SHAM (n=11); INF
(n=11) e IC (n=11). Protocolo realizado em PD constante de 5 mmHg. Dados séo
expressos como Média + EPM. ANOVA 2 vias, post hoc Fischer LSD. *p<0,05 vs
SHAM; # p<0,05 vs INF.

2.1.2-RESPOSTA INOTROPICA AO ISOPROTERENOL:

O comportamento dos trés grupos em relagdo ao protocolo de
intervencgao inotropica com uma dose de isoproterenol capaz de promover a
resposta maxima é demonstrado nas figuras seguintes. Observa-se que na
situagao controle (figura 16A) o grupo IC é diferente dos outros dois grupos,
entretanto ndo ha diferenca entre os grupos INF e SHAM como ja se havia
demonstrado em protocolo anterior (figura 14). A analise das variancias revelou
que na presenca de Isoproterenol a 10 ° M o padrdo de resposta observado na
situagao controle entre os grupos nao foi alterado (figura 16B). Estes resultados
sdo confirmados em dados de pressao sistolica desenvolvida (figura 17), onde
se demonstra que o isoproterenol promove uma resposta inotrépica nos trés
grupos analisados, entretanto esta parece estar prejudicada nos animais IC em
um mesmo padrao revelado pelos dados absolutos. O grupo INF demonstrou
resposta inotrdpica positiva ao isoproterenol da camara ventricular direita
preservada em relagdo ao grupo controle. Finalmente é relevante observar o

fato de que a hipertrofia ventricular direita identificada nos animais IC nao foi
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capaz de preservar esta resposta inotropica, pois tanto os dados absolutos

quanto os relativos sdo menores que os do grupo controle.
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Figura 16: Medidas da pressao sistélica absoluta obtida dos ventriculos direitos dos
animais SHAM (n=11); INF (n=11) e IC (n=11). Protocolo realizado em PD constante
de 5 mmHg e concentragao extracelular de calcio 0,62 mM. A: situagao controle; B:
injecdo in bolus de 0,1mL de solugdo de Isoproterenol 10 °> M. Dados expressos como

Média £ EPM. ANOVA 2 vias, post hoc Fischer LSD. *p<0,05 vs SHAM; # p<0,05 vs
INF.



63

20

1 SHAM
=) —_ INF
g IC
= 104 _*
>
"

o
<
0_ |7
SHAM INF IC
grupos

Figura 17: Variagdo da PSVD apds a injegcao in bolus de 0,1mL de solugéo de
Isoproterenol 10 ° M nos ventriculos direitos dos animais SHAM (n=11); INF (n=11) e
IC (n=11). Protocolo realizado em PD constante de 5 mmHg e concentragdo
extracelular de calcio 0,62 mM. O valor de APSVD foi estimado em cada animal a partir
da diferenca entre os valores absolutos de PS apds e antes da dose de Isoproterenol.
Dados expressos como Média £+ EPM. ANOVA 1 via, post hoc Fischer LSD. *p<0,05 vs
SHAM; # p<0,05 vs INF.

A avaliagdo da funcgéo ventricular direita neste protocolo tomando com
parametros um indice de contratilidade da fase isovolumétrica (dP/dt maxima)
pode-se observar que tanto na situacdo controle quanto na presenca de
isoproterenol os animais infartados tém prejuizo de contratilidade em relagéo ao
controle, o que nao foi demonstrado nos resultados de pressdo sistolica
absoluta (figura 16) e de pressao sistolica desenvolvida (figura 17). Contudo,
prejuizo maior foi encontrado na presencga de sinais de IC (figura 18).

O relaxamento isovolumétrico estudado neste protocolo revelou que o
grupo IC tem prejuizo na situagédo controle (figura 19A) em relagdo ao grupo
SHAM, mas néao em relagdo ao grupo INF. O infarto por si sé ndo é capaz de
prejudicar o relaxamento isovolumétrico como ja se havia demonstrado
anteriormente no protocolo de caélcio (figura 15). Na presencga do isoproterenol
(figura 19B) os coragdes dos animais com sinais de insuficiéncia cardiaca

apresentam prejuizo do relaxamento tanto em relagdo ao grupo SHAM quanto
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ao grupo INF e o mesmo padrdo de resposta obtido na situagdo controle foi
detectado na presenca de isoproterenol para o grupo INF, ou seja, ndo houve

diferencga significativa entre estes grupos .
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Figura 18: Variacdo da primeira derivada temporal positiva de pressao obtida dos
ventriculos direitos dos animais SHAM (n=11); INF (n=11) e IC (n=11). Protocolo
realizado em PD constante de 5 mmHg e concentragéo extracelular de calcio 0,62 mM.
A: situagdo controle; B: injecdo in bolus de 0,1mL de solugéo de Isoproterenol 10° M.
Dados expressos como Média £+ EPM. ANOVA 1 via, post hoc Fischer LSD. *p<0,05 vs
SHAM; # p<0,05 vs INF.
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Figura 19: Variagdo da primeira derivada temporal negativa de pressao obtida dos
ventriculos direitos dos animais SHAM (n=11); INF (n=11) e IC (n=11). Protocolo
realizado em PD constante de 5 mmHg e concentracao extracelular de calcio 0,62 mM.
A: situagdo controle; B: injecdo in bolus de 0,1mL de solugdo de Isoproterenol 10 > M.
Dados expressos como Média £+ EPM. ANOVA 1 via, post hoc Fischer LSD. *p<0,05 vs
SHAM; # p<0,05 vs INF.



66

DISCUSSAO

O principal achado deste trabalho é que ratos infartados com sinais de
IC apresentam um desempenho ventricular direito melhor in vivo do que in vitro.
Observou-se que o infarto por si s6 ndo prejudicou a fungdo ventricular direita
in vivo, mas determinou piora da contratilidade quando avaliado in vitro. Em
termos absolutos, o estudo in vitro demonstrou que, comparado com o grupo
INF, o grupo IC apresenta um prejuizo maior nos mecanismos de regulagao da
contratilidade homeométricos e heterométicos. Tais observagdes sugerem que
o coragao insuficiente esteja utilizando mecanismos de adaptagdo neuro-
humorais e intrinsecos para manter sua funcdo de bomba em detrimento da

sua funcado de mecanica.

Até o momento, ndo se havia comparado a funcdo de bomba em
animais infartados, com mesma area de cicatriz, mas que apresentassem ou
nao sinais de IC. Este estudo é relevante para se descartar a possibilidade de
que a menor contratilidade das tiras de VD observada no grupo IC (Fernandes,
2006) poderia ser decorrente de uma nutricdo tecidual inadequada. Nas
preparacdes de musculo isolado o processo de nutricdo tecidual se faz por
mecanismo de difusdo e n&o via capilares como € o caso das preparagdes de
coracgao inteiro estudadas usando a técnica de Langendorff. Considerando que
as tiras de VD do grupo IC apresentaram hipertrofia, este fato por si sé ja
poderia limitar a nutricdo tecidual reduzindo a contratilidade miocardica uma
vez que um dos fatores que limitam a nutricdo é a difusdo a qual é
inversamente proporcional a distancia na qual o nutriente precisa percorrer.
Para tanto, foram realizadas analises hemodinamicas na camara ventricular
direita e em seguida o coragao foi isolado para o estudo da sua fungdo da
bomba.

Em humanos o diagnéstico da IC se baseia nos sinais e sintomas do
préprio coragao com insuficiéncia, como a dispnéia e a fadiga. Nos modelos
atuais de classificagao, a IC humana é definida em diferentes niveis em funcao
de métodos diagnosticos que utilizam-se da histéria e exame fisico, estudos

laboratoriais, eletrocardiograma, radiografia do térax e ecocardiograma do
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paciente (Shamsham e Mitchell, 2000). Entretanto, nos modelos experimentais
nao existem critérios clinicos classificatérios como para os humanos. No
modelo experimental de IAM, a IC esta relacionada com as alteragbes

hemodinamicas e estruturais no coragao e pulmao.

1- AVALIACAO PONDERAL E AS ALTERACOES HEMODINAMICAS

1.1 AVALIACAO PONDERAL

Nas avaliagbes ponderais do presente estudo, o grupo IC apresentou
aumento da razao entre o peso do pulmao e o peso corporal. O aumento da
razao do VD e do peso corporal é um indicativo indireto de hipertrofia do VD.
Apenas nos animais em que foi evidente o aumento de peso do pulméo
apresentaram aumento da razdo VD e do peso corporal. Estes dados
corroboram os resultados de Davidoff et al (2004), Gilberti (2005), Pereira et al.,
(2005) e Fernandes (2006) que diferenciaram ratos com sintomas de IC de
animais assintomaticos apés o IM através da medida do aumento da razéo
PP/PC e VD/PC.

1.2 ESTADO HEMODINAMICO DO VE

Neste trabalho, os animais inicialmente foram analisados in vivo, para a
avaliagdo hemodinamica e posterior identificagdo dos sub-grupos INF e IC de
acordo com o prejuizo da fungédo no VE em conjunto com as alteragdes
cardiopulmonares ja bem estabelecidas (Anversa et al., 1985; Davidoff et al.,
2004; Pereira et al., 2005). As pressoes sistélica ventricular e arterial ndo foram
diferentes entre os grupos estudados. No entanto, no grupo IC a manutengao
da pressao sistolica ocorreu a custa de um aumento da presséao diastdlica final
do VE. Estes resultados sdo corroborados pelos trabalhos de Pereira et al.,

2005 e Fernandes (2006) que também sugeriram, através dos reducdo dos
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valores dP/dt no VE, que nos animais com IC a contratiidade estava
prejudicada. O grupo INF manteve a presséo sistolica sem haver alteragdo da
pressao diastdlica final do VE.

Um dos sinais patolégicos da disfuncéo cardiaca foi a elevagdo da PDf
no VE e a manutengao da PS VE igual ao grupo Sham. Segundo Anversa et al
(1985), a pressao diastolica final acima de 15 mmHg € um fator determinante
para se comprovar a instalagdo da IC apds IM. Neste ponto algumas
consideragdes sao relevantes. Por que, apesar da mesma area de infarto e sob
as mesmas influencias externas, parte dos animais infartados permanecem
assintomaticos enquanto outros evoluiram para o estabelecimento da IC? O
remodelamento ventricular indiretamente identificado através do aumento da
pressao diastdlica final do VE, seria uma consequéncia mal adaptativa da IC
estabelecida? Ou trata-se de um mecanismo compensatorio que por si so
levara invariavelmente a progressdo da IC? Para responder a tais questbes
uma avaliagao mais detalhada em termos de acompanhamento da progressao
da IC precisaria ser realizada em tais modelos experimentais. Entretanto, é

relevante se destacar o que se tem abordado até entio na literatura.

1.3 O REMODELAMENTO DO VE

A IC é uma sindrome complexa caracterizada pela soma de multiplas
alteragdes anatdbmicas, funcionais e bioldégicas. Estas por sua vez, interagem
em conjunto de forma extremamente complexa e em diferentes niveis sob um
sustentado, porém variavel periodo de tempo. Dessa forma, as diversas
investigacdes tem se baseado em varias hipoteses sistematicas na tentativa de
melhor descrevé-la (Mann, 1999). Inicialmente os clinicos a relacionavam
apenas a um problema excessivo de retencdo de agua e sal causado por
alguma faléncia cardio-renal. Por outro lado, os fisiologistas a analisavam
também sob o ponto de vista hemodindmico, constatando o reduzido debito
cardiaco, bem como a excessiva vasoconstricdo periférica, o que levava ao
desenvolvimento de um modelo hemodindmico para a doenga. Todavia, as

estratégias terapéuticas apresentadas baseadas em tais modelos foram
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incapazes de prevenir a progressao desta sindrome, nem prolongar a vida de
pacientes com moderada e severa IC (Paker, 1992; Massie, 1998).

Tornou-se cada vez mais corrente o conceito que, em algum ponto da
patogénese da IC, a doenga progredira de forma independente do estado
hemodinamico do paciente. Reconhecidamente, a IC tem sido vista como uma
desordem progressiva, que € iniciada apdés um evento inicial no musculo
cardiaco, resultando em menos midcitos funcionais, ou alternativamente um
incapacidade do miocardio gerar forgca, ou seja, incapacidade contratil. Este
evento inicial pode ser abrupto como no caso do IAM.

A partir da injuria inicial, dois caminhos sdo possiveis. O paciente pode
permanecer de assintomatico a minimamente sintomatico, ou evoluir para o
desenvolvimento de sintomas. Sob esta ética pode-se concluir que a disfungao
do VE é necessaria, mas nao suficiente para o desenvolvimento da sindrome
da IC (Mann e Bristow, 2005). Uma questao pode ser levantada neste momento
€ por que e como a transigao para o estado sintomatico ocorre. Sugere-se tanto
a hipotese neuro-humoral (Paker, 1992) quanto o remodelamento ventricular
(Cohn, 1995), as quais sao alteragdes inicialmente adaptativas e que se tornam
progressivamente mal adaptativas. Tratando-se da hipotese neuro-humoral
sugere-se que a IC progride como resultado de uma super expressdao de
moléculas biologicamente ativas que sdo capazes de exercer efeitos deletérios
no sistema cardiovascular (Bristow, 1984, Tan et al., 1991). A noradrenalina, a
angiotensina Il, a endotelina, a aldosternona e o fator de necrose tumoral (TNF),
que tém sido considerados como algumas das moléculas biologicamente ativas
com propriedades bioquimicas suficientes para contribuir com a progressao da
doenca no coragao insuficiente (Mann e Bristow, 2005) Nesta hipdtese a
ativagdo neurohumoral € inicialmente benéfica e atua como uma resposta
adaptativa na IC. Entretanto, eventualmente a excessiva producdo desses
neurohorménios torna-se mal adaptativa levando a progressao da IC através de
varios mecanismos, incluindo a fibrose, o remodelamento continuo do VE e
morte celular por necrose e apoptose (Ferrara et al., 2002). Entretanto, tal
modelo falha em explicar todos os aspectos do desenvolvimento da IC, uma vez
que ja € bem documentado que a IC pode progredir independente do estado

neurohumoral do paciente (Mann e Bristow, 2005).
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Varios trabalhos tém demonstrado que o remodelamento do VE esta
diretamente relacionado a uma futura deterioracdo no desempenho do VE e um
curso clinico menos favoravel em pacientes com IC (Douglas et al., 1989,
Vasan et al., 1997). Apesar de alguns investigadores verem o remodelamento
do VE como simplesmente uma resposta final do érgédo que ocorre apos anos
de exposicao aos efeitos téxicos da estimulagdo neuro-humoral, outros tem
sugerido que o remodelamento pode contribuir de forma independente para a
progressao da IC (Cohn, 1995). O remodelamento, nestes termos, refere-se a
mudangas volume do VE n&o relacionado a aumento do comprimento do
sarcoOmero mediado pela pré-carga. Acredita-se que em resposta a uma injuria
miocardica com no IAM o ventriculo pode sofrer alteracbes na sua geometria,
volume, massa e estrutura celular. O termo “remodelamento” tem sido
introduzido para descrever esse processo (Muller et a.,/ 2002; Cohn, 1995).
Varias desvantagens mecanicas que ocorrem durante o processo de
remodelamento podem contribuir para a piora da IC. Entre elas esta o aumento
do estresse de parede, a hipo-perfusdo subendocardica, o aumento da
utilizacdo de oxigénio dentre outras. Contudo, a dilatagdo tem sido vista
inicialmente como uma resposta compensatoria para manter o volume sistélico
através do mecanismo de Frank-Starling e progressivamente tornar-se-ia uma
resposta mal adaptativa devido ao aumento do estresse de parede. Mas
restaria responder ainda se a dilatacdo ocorreu como consequéncia de uma
insuficiéncia contratil do ventriculo seguida de um aumento da pré-carga, ou
sera que o remodelamento por si s6 é a causa da IC?

Discussdes sobre o mecanismo fisiopatolégico da IC tém ocupado
paginas de editoriais de importantes publicagcbes cientificas por mais de 100
anos (Francis, 2000). Em 1960, Linzbach apresentou uma teoria anatémica
para explicar a fisiopatologia da IC. Linzbach defendia um ponto de vista
morfoldgico a respeito da hipertrofia e da IC, enquanto patologistas acreditavam
em uma anormalidade funcional primaria. Apesar da teoria funcional para a IC
ter gradualmente sido aceita pelos investigadores nos ultimos anos, ha agora
um crescente reconhecimento que o remodelamento ventricular e problemas
relacionados ao remodelamento poderiam ser o fator causal da IC. Logo, a
alteragdo estrutural ndo estaria relacionada com a etiologia da patologia

cardiaca, mas representaria mais uma mudanga intrinseca que progride com o
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tempo em resposta a um estimulo inicial (Cohn, 1995). Dessa forma as
anormalidades funcionais seriam mais bem descritas como um fendmeno
secundario. Linzbach (1960) demonstrou que o comprimento do sarcémero nao
€ alterado por hipertrofia ou dilatagdo patolégica. O remodelamento pode ser
caracterizado como um aumento desproporcional progressivo na razdo do raio
do VE e espessura da parede como resposta a uma disfungdo contratil de
cardiomiécitos ou a uma perda de midcitos (Muller, 2002). Entretanto, duas
hipéteses ainda devem ser testadas. Sera que o fato de que, em alguns
animais, o infarto ndo tenha evoluido para a IC seria porque a disfuncéo
sistélica do VE, ja bem observada nestes animais (Fernandes, 2006), ainda n&o
teria sido capaz de estimular o remodelamento ventricular que culminaria com a
instalagao e progressao da IC? Ou entdo, os animais infartados sem sinais de
IC estariam entdo em uma fase assintomatica, e progrediriam, com o tempo,
para uma fase sintomatica, mas de forma ndo dependente do remodelamento
estrutural do VE? No presente trabalho n&do se investigou tais questdes,
atentando-se apenas da comparacao da fungdo mecanica e muscular destes

dois subgrupos experimentais observados.

1.4 ESTADO HEMODINAMICO DO VD E SUAS REPERCUSSOES
PULMONARES.

Neste trabalho, além da elevacdo da PDf no VE, foram considerados
ainda como sinais de IC, a elevagao da razdo do peso do pulmao e do peso
corporal acompanhada de hipertrofia do VD.

Em 1936 foi estabelecido que a causa mais comum da hipertrofia do VD
era de fato a distensdo e insuficiéncia do VE (Thompson e White, 1936). A
hipertrofia no VD tem sido relacionada com o estado hemodinamico da camara
esquerda (Anversa et al., 1984; Pfeffer et al., 1985; Patten et al., 1998; Brower
et al., 2001). Em 1993 Hirose e cols. demonstraram que a dilatagdo e o
remodelamento do VD ocorrem em pacientes com infarto transmural no VE.
Também tem sido proposto que ela é desencadeada nao apenas por fatores

mecanicos, mas também devido a ativacdo humoral (Nahrendorf et al., 2003).
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Outros autores citam que a dilatacdo bi-ventricular observada em grandes
infartos esta frequentemente associada a uma congestdo pulmonar (Bussani,
2003) ou mais especificamente ao remodelamento ventricular (Jasmim et al.,
2004).

A hipertensao pulmonar é uma complicacao frequente da ICC, que esta
associada a uma reducao da capacidade de exercicio e leva a uma piora do
prognoéstico, especialmente quando associada a uma disfungdo ventricular
direita (Butler et al., 1999; Ghio et al., 2001). O aumento da razdo peso do
pulmao e peso corporal pode ser uma evidéncia da instalacdo da hipertensao
pulmonar (Francis et al., 2001). Segundo Jasmin et al (2003) esse aumento da
razdo PP/PC se deve mais ao remodelamento pulmonar que ao edema
decorrente da IC, uma vez demonstrado que n&do houve alteragdo na relagao
peso umido/ peso seco do pulmao sugerindo uma auséncia na formagao de
edema significante nos pulmdes de ratos infartados. Outros estudos encontram
os mesmos resultados (Hill e Singal 1996; Saito et al., 2002). A proposta seria
que a reducgao da fragdo de ejecdo do VE leve um acumulo de sangue nesta
camara e, de forma retrograda, nos pulmdes o que consequentemente
resultaria no remodelamento pulmonar. Este & por sua vez, resultado da
proliferagdo de miofibroblastos e a deposicdo de colageno e reticulinag,
promovendo o enrijecimento do septo alveolar (Jasmin et al., 2003 e 2004).

Em 2006, Lefebvre et al., testaram a hipdtese de que a ativagdo do SRA,
caracteristica na ICC, poderia contribuir de forma direta para a proliferacdo dos
miofibroblastos, pois os pulmdes sao o principal sitio primario da ECA. Desta
forma uma produgcdo aumentada de angiotensina Il local culminaria com a
proliferagdo celular. Eles observaram modificagdo no SRA pulmonar na ICC
com aumento nos niveis de angiotensina Il e mudanga na expressao de AT1
nos miofibroblastos, nos animais com IC. Também foi observado que animais
sem IC a infusdo de angiotensina Il por 28 dias ndo causou hipertenséo
pulmonar, nem remodelamento e nem mudancga na expressao de AT1. Estes
dados sugerem, portanto, a importancia dos niveis locais de angiotensina Il
combinado a outros fatores ativados na ICC.

Ainda uma outra proposta para tentar explicar o remodelamento do VD
na IC é a alta taxa de apoptose apoés o IAM. Esta hipotese foi testada por

Bussani et al (2003) em necropsia de coragdes de pacientes que sofreram IAM.
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Estes autores verificaram o importante papel da perda progressiva de miécitos
no remodelamento do VD.

Os resultados da funcao ventricular direita, avaliados no animal in vivo,
identificaram um padrao de resposta diferente do observado nas tiras de VD.
Foi evidente no grupo IC o aumento significativo da PDf bem como da PS e da
contratilidade (dP/dt) na camara direita. Tal achado sugere inicialmente que
houve um remodelamento no VD e este ndo causou uma insuficiéncia contratil.
Em termos gerais, este remodelamento levou até mesmo a uma melhora na
funcdo mecanica e muscular do VD, uma vez que a dilatacdo da camara foi
acompanhada de um aumento da PS e da contratilidade, demonstrando uma
preservacao do mecanismo de Frank-Starling. Os resultados de Nahrendorf e
cols (2003) nado corroboram nossos resultados. Os autores demonstraram que
em animais IC, 8 semanas apds sofrerem |IAM, com areas de IAM maior que
35%, ndo houve aumento da PDf, da PS, e nem da dP/dt maxima no VD.
Entretanto, o trabalho de Jasmin et al (2003), em animais infartados de 8
semanas e com sinais de IC sao similares aos resultados obtidos no presente
trabalho. Os animais apresentaram também uma hipertrofia VD, além de
valores de PS, PDf e dP/dt maxima aumentados.

Desta analise inicial, a capacidade intrinseca do coragéo parecia entéao
ser um dos mecanismos pelo qual o VD, nos animais IC, estava mantendo o
seu desempenho apesar da lesao e faléncia do VE. Para verificar a participacéo
relativa dos mecanismos intrinsecos independente dos neurohumorais estudou-

se o coragao in vitro.
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2- DESEMPENHO VENTRICULAR DIREITO IN VITRO

Ainda restava testar a hipétese de que a menor contratilidade das tiras
de VD, observada no grupo IC por Fernandes (2006), ndo poderia ter sido
provocada por uma limitacdo técnica da preparacédo isolada, mas sim uma
consequéncia da incapacidade mecanica ja instalada nestes animais. As tiras
isoladas do VD naquele trabalho poderiam ter tido uma nutricdo tecidual
inadequada devido a hipertrofia presente no grupo IC. Para tanto, protocolos de
a auto-regulacdo heterométrica e homeomeétrica do desempenho do VD foram

realizados.

2.1 AUTO-REGULAGAO HETEROMETRICA - O MECANISMO DE FRANK-
STARLING

Na preparacdo de Langendorff, foi observado que o mecanismo de
Frank-Starling, em termos absolutos, estava prejudicado no grupo IC. Também
a dP/dt maxima e minima foram significativamente reduzidas neste grupo. Estes
resultados confirmam o fato de que o remodelamento estrutural no VD, por si
s6, nao foi capaz de preservar o seu desempenho como bomba e musculo.

Tais achados sao corroborados com os de Tombe et al (1996), em
trabéculas isoladas de VD de ratos apds 24 semanas infarto com sinais clinicos
de IC. Os autores demonstraram a depresséo da relagcao forgca-comprimento do
sarcdmero, sugerindo que o estado contratil intrinseco do VD estava deprimido
nestes animais. Entretanto, eles mesmos concordam que ndo se poderiam
estender seus resultados para definir o impacto da disfungéo do VE sobre o VD
in situ uma vez que esta nao foi avaliada. Seria possivel que a fungao do VD in
situ estivesse preservada devido a hipertrofia relativa constatada ou devido aos
altos niveis de catecolaminas circulantes. Tal hip6tese foi comprovada no
presente trabalho, que ndo apenas a hipertrofia, mas outros fatores neuro-
humorais poderiam estar, em conjunto, conservando a fungéo do VD.

Os resultados de Stefanon et al (1994) foram diferentes do presente
estudo. Foi demonstrado que entre 4 e 5 semanas apos o infarto, o VD

apresentava preservagdo do mecanismo de Frank-Starling, e os autores
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sugeriram neste caso, que a hipertrofia instalada no VD teria sido capaz de
manter da funcdo mecanica. Porém, até aquele momento, os subgrupos INF e
IC ndo eram considerados, e talvez isso levasse a mascarar os resultados.

No trabalho de Daniels et al (2001) os autores estudaram ratos apos 12
semanas apos IAM, que apresentavam hipertrofia do VD e dilatagdo e
hipertrofia do VE. Eles observaram que a relacao forga ativa e comprimento do
sarcomero diminuida, em trabéculas intactas de VD, sugerindo que o estado
contratil do VD estava prejudicado. Tais resultados sao coerentes com nossos
demonstrando que o mecanismo de Frank-Starling, de fato, esta prejudicado

nos animais com sinais de IC.

2.1 AUTO-REGULACAO HOMEOMETRICA - RESPOSTA INOTROPICA
POSITIVA AO CALCIO

Uma segunda proposta seria estudar a resposta inotrépica positiva ao
Ca’" extracelular através de uma curva concentracao-resposta de Ca®" com
concentragdes crescentes deste ion (0,62; 1,87; 1,25; 2,5; 3,12; 3,75 mM). Ha
uma relacdo direta entre concentragdo de Ca®* e aumento da forca no
miocardio. Isto é devido a afinidade da TnC ao calcio, que é crucial para a
sequéncia de interacbes entre as proteinas contrateis, actina e miosina, e
permitir a produgao de forga (Langer, 1992, Moss, et al., 2004).

No presente trabalho, a resposta inotropica positiva ao calcio, no VD, foi
prejudicada no grupo INF em concentragdes elevadas de calcio, enquanto que
no grupo IC foi significativamente menor em todas as concentragcbes de calcio
tanto em relagéo ao controle quanto ao grupo INF. Fernandes (2006) observou,
na preparagao de tiras de VD desses animais, que o prejuizo da resposta
contratil s6 se manifestou em animais insuficientes e se manteve preservada
em animais infartados sem insuficiéncia. Stefanon et al (1994) demonstraram
em animais de 30 dias apos o infarto com sinais de IC, que em preparagao de
coracao isolado, a resposta inotrépica positiva ao calcio estava preservada,
apenas em termos absolutos. Esse mesmo grupo demonstrou, em tiras de VD,
uma preservagao da responsividade ao calcio nos animais infartados (Novaes

et al., 1996). Varios trabalhos tém relatado que apds o infarto uma intervengao
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inotrépica como a variagao extracelular de calcio esta deprimida em ambos os
ventriculos (Mill et al, 1991 e 1994; Stefanon et al., 1994).

No presente estudo foi verificado, em termos absolutos, uma menor
responsividade ao calcio no grupo IC, e em termos relativos, uma preservagao
desta resposta. Estes resultados sugerem que o problema n&o estaria na perda
de sensibilidade das proteinas contrateis ao calcio. Tal fato também foi
observado nos estudos de Daniels et al (2001) em trabéculas isoladas de VD,
em animais de 12 semanas de IAM, com sinais de IC. Estes autores
observaram que a sensibilidade dos miofilamentos ao calcio ndo estava
alterada.

Portanto, é provavel que talvez a disponibilidade deste ion é que esteja
prejudicada. Logo, os possiveis prejuizos poderiam estar na redugao dos niveis
de calcio no reticulo sarcoplasmatico, ou um defeito na liberagdao de calcio-

calcio induzida.

2.1.1 O PAPEL DO RETICULO SARCOPLASMATICO (RS)

Afzal et al (1992) demonstraram em animais 8 semanas apos |IAM, com
sinais de IC, que a captacdo de célcio no VD esta aumentada. Os autores
sugeriram que tal diferengca era devida ao VD estar em um estagio de
compensar a IC ja instalada no VE. Entretanto, os dados de Fernandes (2006)
nao sao coerentes com esta hipodtese, pois foi demonstrada a auséncia da
potenciagédo pds-pausa no VD do grupo IC o que sugere prejuizo funcional do
reticulo sarcoplasmatico neste grupo.

Recentes estudos tém mostrado um transiente intracelular de calcio
anormal no miocardio de pacientes com IC. Devido a presenga de um canal
liberador de calcio (receptor de rianodina) e a bomba de calcio do RS
(SERCAZ2a), reconhecidamente o RS libera e acumula calcio e tem um papel
critico na contragdo e relaxamento no miocardio (Dalla et al., 1978). Outras
proteinas como a fosfolambam e a calsequestrina (que ligada ao calcio o
mantém dentro do RS) também participam de forma importante na homeostase

do calcio (Shao et al., 2005). Arai et al (1993) estudando a expresséo protéica
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do RS em VD e VE de pacientes com IC constataram que os RNAm de RyR2,
SERCAZ2a e fosfolambam estavam inversamente correlacionados com o RNAm
do ANP (peptideo natriurético atrial), sugerindo que a expressao desses RNAm
estdo reduzidas na IC severa. Entretanto, os niveis de calsequestrina estavam
inalterados. Apesar de uma variedade de defeitos terem sido identificados no
receptor de rianodina, SERCAZ2a e fosfolambam no RS, a calsequestrina parece
ser resistente a diferentes estimulos fisiopatolégicos (Dhalla et al., 1998).

As anormalidades em cardiomidcitos, de diferentes tipos de coragdes
insuficientes, tém sido atribuidas primariamente em mudangas na membrana do
RS. No modelo de IC apds IAM em ratos, tem sido relatado que a captacao de
célcio pelo RS, a liberagao de calcio e o conteudo protéico e expressado génica
de proteinas do RS estao deprimidas em coragdes insuficientes no VE (Afzal e
Dhalla, 1992 e 1996; Zarain-Herzberg et al., 1996). Shao et al., (2005)
demonstraram que no VE de animais com sinais de IC apds 7 semanas do IAM
ha uma reducgao da atividade de liberagao e recaptagao de calcio pelo RS, além
de reduzida atividade da SERCAZ2a. Eles também relataram uma reducdo do
conteudo protéico e da expressdo génica do receptor de rianodina, da
SERCA2a e do fosfolambam. Os autores entdo sugeriram que as alteragbes
nas expressdes génica e protéica poderiam levar as mudangas na estrutura
molécula da membrana do RS com respeito a seu conteudo protéico, tal que o
remodelamento no RS poderia estar envolvido no desenvolvimento da IC.

O trabalho de Schultz et al (2004) também no VE sugeriu que uma
reducao no nivel da SERCA levaria a disfungdo cardiaca e a IC, quando o
coragao estd submetido a uma aumentada demanda fisiolégica. Os autores
também constataram que coragdes com reduzidos niveis de SERCA2a estédo
em maior risco de desenvolver IC, portanto sugerindo que a redugdo da
SERCAZ2a pode contribuir para a piora da fungéo, portanto levando a IC. Kugler
et al (2006) sugeriram que o BNP, um marcador de IC, pode ter um papel critico
na patogénese desta. Os autores sugeriram que a pré-carga estimula a
expressdo da SERCA, e por sua vez, o BNP antagoniza este mecanismo via
Guanilil ciclase A, GMPc e proteina quinase dependente de GMPc. Esta acao
do BNP, que desacopla a expressdo da SERCA dependente de pré-carga, pode

afetar adversamente a contratilidade em pacientes com IC.
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Em relagdo a SERCAZ2a, que é a principal regulador da contratilidade e
relaxamento cardiaco, também tem sido demonstrado, em ratos com IC apds
12 semanas de |IAM, que a sua expressao no VD esta reduzida, mas os niveis
protéicos de fosfolambam e RyR2 n&o estavam alterados (Daniels et al., 2007).
As trabéculas isoladas de VD desses animais apresentavam um menor
desenvolvimento de forga maxima em resposta ao aumento do calcio
extracelular e nao foi evidente a alteragdo na sensibilidade dos miofilamentos
contrateis ao calcio. Estes resultados corroboram com o presente estudo no
coragao isolado. Ao contrario, em VD de cades com IC, ja havia sido confirmado
ndo haver alteragdes significantes nem na atividade e nem na expressao da
SERCA, enquanto que no VE, tais pardmetros estavam reduzidos (Gupta et al.,
1997; Gupta et al 1999).

Tais fatos, juntamente com os achados de Afzal et al (1992) sobre a
captagcdo aumentada de calcio pelo VD, sustentariam a idéia de Sathish et al
(2006) sobre uma reserva diastélica do VD. Curiosamente, esta linha de
raciocinio € coerente com os dados do presente estudo realizado in vivo. Este
fato poderia ser interpretado como uma reserva diastdlica no VD usada para
compensar a IC instalada no VE. Sathish et al (2006), estudando o reticulo
sarcoplasmatico do VD e VE em ratos sadios identificaram que o VD, apesar de
apresentar uma menor captagao de calcio pelo reticulo em relagdo ao VE, os
niveis protéicos da SERCA2a eram similares nas duas camaras. Contudo, a
maior fragdo da bomba no VD esta funcionalmente inerte devido a sua
associagao estavel com o fosfolambam e isto implica em uma reserva diastdlica
que pode ser requerida para protegé-lo e manter sua fungao frente a um subito
aumento pds-carga a esta camara.

Desta forma, apesar de neste trabalho ndo ter sido medida diretamente a
funcdo do reticulo sarcoplasmatico, restaria ainda responder se a melhora
observada na camara direita dos ratos IC poderia estar sendo influenciada por
uma melhor utilizagdo da SERCA2a. Portanto, seria necessario investigar
nesses animais IC a expressao e a atividade da SERCA, para de concluir com
seguranga se a compensagao do VD observada in vivo tem participagao efetiva
da SERCAZ2a.

Além da participagdo da SERCA/fosfolambam os receptores de rianodina

(RyR2) também estdo envolvidos no diretamente no desempenho muscular
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devido sua participagao na liberagédo calcio-calcio induzida. Alguns estudos no
VE demonstram diminuicdo na densidade dos receptores de rianodina apds o
IM (Shao et al., 2005; Houser et al., 2000; Bers et al., 2003). Os resultados de
Daniels et al (2007) nao evidenciaram altera¢cdes nos niveis protéicos de RyR2
em VD dos animais IC. Em cora¢gdes humanos e de caes com IC, tém sido
demonstrado, no VE, uma maior fosforilagdo do receptor de rianodina (RyR2),
através da PKA, devido ao aumento persistente da ativacdo B-adrenérgica
(Marx et al., 2000). Tal fato tem aumentaria a probabilidade de abertura dos
canais de rianodina. Entretanto, é questionavel se ha mesmo uma
hiperfosforilagdo desses receptores (Xiao et al., 2005). Além disso, tem sido
demonstrado que a fosforilagao, por si s6, ndo é capaz de alterar a atividade
dos RyR2 (Stange et al., 2003).

A liberagédo espontanea de calcio do RS durante a diastole € minima em
trabéculas de VD de ratos normais, e ocorrem somente na forma de “sparks” de
calcio sem induzir a atividade contratil microscopicamente visivel (Wiewr et al.,
1997). Entretanto, em ratos com IC, foram detectadas notaveis flutuagcées no
comprimento do sarcbmero, acompanhada de propagacéo de ondas contrateis
devido a liberagdo propagada de calcio do RS no VD (Davidoff et al., 2004).
Essas flutuagdes do tamanho do sarcémero reduzem a forga e a frequéncia
cardiaca e podem causar arritmias. Parece que a ativagao dos receptores de
rianodina esta envolvida na liberacéo espontanea de Ca** levando a redugao da
contratiidade durante a IC (Reiken et al., 2003). Especificamente essas
alteragdes no VD forma estudadas por Obayashi et al (2006) em ratos 3 meses
apos IAM. Um fato interessante € que estes autores também identificaram 2
subgrupos de infarto. Um sem sinais de IC, e outro com sinais de IC, entretanto
os animais IC apresentavam uma maior area de infarto. Foi entdo demonstrado,
em trabéculas de VD, que a fosforilagdo do receptor RyR2, por si so, ndo é a
causa das contragdes espontaneas em ratos com IC, sugerindo que outros
fatores que nao a fosforilagdo do receptor RyR2 poderiam estar envolvidos na
alteracdo da sua fungédo. Os autores sugerem que a liberagdo espontanea de
calcio do RS causa uma incapacidade do musculo cardiaco insuficiente
responder a um aumento de frequéncia cardiaca ou a uma estimulagao

simpatica.



80

2.1.2 PAPEL DOS CANAIS DE CALCIO

Ainda restaria definir sobre o estado dos canais de calcio do sarcolema.
No VE, a entrada de Ca2+ através de canais do tipo-L foi avaliada por Sjaastad
et al (2003). Estes autores ndo detectaram diminuicdo na densidade desta
corrente e constataram que na IC esta via de entrada de Ca2+ ndo sofre
alteragdes. Por outro lado, Saraiva et al. (2003) demonstraram uma diminuigado
do influxo de Ca2+ através dos canais de Ca2+ do tipo-L. Além disso, Gomez et
al (2001) mostraram que o conteudo de Ca2+ do RS esta preservado e
atribuiram a alteragdo do movimento de Ca2+ ao defeito na sinalizagdo da
liberacdo de Ca2+. Todas essas vias investigadas no VE ainda restariam ser
avaliadas no VD.

No presente trabalho foi também demonstrado que no grupo IC tanto a
contratilidade quanto o relaxamento estavam prejudicados na curva de calcio.
Estes resultados sdo sugestivos, porém nao conclusivos de quaisquer
alteragbes no processo de acoplamento excitagado-contragéo. Logo, presume-se
que ha um prejuizo na disponibilizacdo de calcio mioplasmatico, mas restaria
ainda avaliar precisamente a fungcdo do RS para identificar as diferencas

observadas nos grupos INF e IC.

2.2 AUTO-REGULACAO HOMEOMETRICA — RESPOSTA INOTROPICA
POSITIVA AO ISOPROTERENOL

Os receptores adrenérgicos formam a interface entre o sistema nervoso
simpatico e o sistema cardiovascular. A fungdo cardiovascular é altamente
regulada pelo sistema nervoso simpatico. Em resposta a varios estimulos,
incluindo exercicio e menor aporte sanguineo para os musculos, um aumento
no débito cardiaco é alcancado com um incremento do sistema nervoso
simpatico, que através de receptores B-adrenérgicos aumentam a frequéncia, a
forga contratil e a taxa de relaxamento cardiacos (Brum et al., 2006). Sabe-se

que a modulagdo do sistema nervoso simpatico sobre o coragcdo exerce
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importante efeito sobre o desempenho ventricular, e € portanto, reconhecido
como um mecanismo extrinseco de regulagdo da contratilidade.

Os resultados sobre o controle homeométrico da contratilidade do VD,
modulada pelo sistema nervoso auténomo, foram diferentes entre os grupos
estudados. No grupo IC, a resposta ao isoproterenol foi significativamente
inferior ao grupo INF e SHAM, tanto indices de contratiidade quanto no
relaxamento muscular. O grupo INF manteve preservado a PS e o relaxamento,
apenas com prejuizo na contratilidade. Estes resultados confirmam os obtidos
nas tiras de VD (Fernandes, 2006).

No coragao saudavel, os subtipos 1 e B2 sdo expressos em uma razao
de 70:30 e ambos aumentam a frequéncia e contratilidade cardiaca (Wallukat,
2002). Gauthier et al., (1996) evidenciaram a express&do de um terceiro receptor
B-adrenérgico, em biopsias de obtidas do septo interventricular direito de
coragbes humanos transplantados, o subtipo (3. Estes tém sido relacionados
ao efeito inotrépico negativo no coragdo, resultados obtido em midcitos
ventriculares de VD e VE (Device et al., 2001). O mecanismo para tal resposta
foi proposto por Gauthier et al., (1998), e envolve a ativagao da via do NO, ou
seja, aumento dos niveis de GMPc que por sua vez, ativa fosfodiesterases que
reduzem os niveis de AMPc.

A IC causada por diversas etiologias € caracterizada por uma
hiperatividade simpatica, paralela a uma reducdo na densidade de B-receptores
no coragdo, resultando em uma proporgédo de 50:50 de B1 e B2 (Wallukat,
2003). Também é evidente a dessensibilizacdo dos receptores remanescentes,
no VE, levando a uma marcante bloqueio da resposta contratil a uma ativagao
dos receptores (3-adrenérgicos (Bristow et al, 1982). Além disso, alteragbes na
sinalizagcdo P-adrenérgica tem sido observadas tanto na proteina Gi, na
adenilato ciclase e na quinase dos receptores 3, a GRK2 (Post et al., 1999). A
ativagdo sustentada dos [(-receptores na IC de diferentes etiologias tem sido
relacionada com aumento da expressao de Gi (Feldman et al., 1988), levando a
uma reducao da razdo Gs:Gi. no VE . No trabalho de Ping e Hammond, (1994)
foi demonstrado que em coragdes de cobaias saudaveis a expressdo do RNAmM
para Gi e Gs é maior no VE em relagao ao atrio direito (AD) e a expressao do
RNAm para receptores 1 e 2 sdo similares. Entretanto nos animais com IC

observou-se um aumento da expressdo do RNAm para Gi e Gs no AD e uma
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reducdo no VE, enquanto um similar reducdo da expressao do RNAm para
receptores 1. Também isoformas V e VI da adenilato ciclase foram relatadas
estarem com niveis proteicos e de RNAm reduzidos em VE de coragdes
insuficientes (Ishikawa et al., 1994). A menor expressédo dos receptores 3 e a
dessensibilizagdo, bem como a reducdo da razdo Gi:Gs e das isoformas de
adenilatociclase culminam com a reducdo da producdo de AMPc, levando a
uma diminuicdo da ativacdo da PKA. Entretanto, a redu¢do do AMPc parece
ndo influenciar a atividade da PKA sobre os receptores RYR2. E bem
demonstrado que eles estao hiperfosforilados em coragdes insuficientes (Mark
et al., 2000; Wehrens et al., 2005). Este estado hiperfosforilado do RyR2 esta
associado com uma dissociagao de uma proteina que estabiliza o seu estado
fechado, a FKBP12.6, resultado em uma deplegao dos estoques de calcio do
reticulo sarcoplasmatico. Também foi demonstrado que apesar da fosforilagao
do fosfolambam estar reduzida (Schwinger et al., 1999), a fosforilagao via PKA
parece estar preservada na IC (Bohm et al., 1994; Kirchhefer et al., 1999).

Moniotti et al (2001) demonstraram em VE de coragbes humanos
insuficientes uma maior expressdo dos receptores 3 e uma alterada resposta
contratil. Bendall et al (2004) demonstraram uma maior expressao da isoforma
neuronal da oxido nitrico sintase (nNOS) no VE. Estes autores também
demonstraram que a inibigdo desta enzima melhora a resposta contratil do VE
ao isoproterenol em animais com IC.

Tais evidéncias poderiam também ser estudadas no VD para se
determinar, tanto se a expressao do receptor B3 quanto qual isoforma de NOS
poderiam estar alteradas nesta camara nesses animais insuficientes.

Em 1997 Sethi et al., estudaram os receptores beta-adrenergicos e a
atividade da adenilato ciclase no VE e VD em ratos infartados. Esses autores
demonstraram que a densidade dos receptores 1 estava reduzida no VE, mas
nao no VD também que a atividade catalitica da adenilato ciclase estava
deprimida no VE enquanto inalterada no VD também demonstraram que o
conteudo de AMPc estava aumentado no VD. Em 2006 Sethi et al também
demonstraram em animais de 8 semanas de IAM houve um aumento da
transducao do sinal beta adrenérgico. Esses resultados explicariam também a
diferenga observada in vivo nos animais IC, uma vez que a ativagao

neurohumoral classica na IC poderia estar mantendo os mecanismos de
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transducéo de sinal via receptores B-adrenérgicos. Entretanto, também deve ser
considerado que os dois subgrupos IC e INF ndo foram identificados o que
poderia mascarar os resultados.

Neste presente trabalho, os achados in vitro sugerem apenas que a IC
leva na caémara direita a uma hipo-responsividade a estimulagdo beta
adrenérgica. Entretanto, restaria ainda se confirmar estes animais se de fato ha
uma alteragcdo na densidade de receptores B1 e consequentemente, a um
prejuizo na suas respostas intracelulares, ou se ha uma super-expressao do

subtipo B3 que poderia estar levando a uma hipo-responsividade neste grupo.



84

CONCLUSAO

O achado mais importante deste trabalho é que, na comparagéo, pela
primeira vez realizada nestes animais INF e IC com mesma éarea de infarto,
acrescentou uma importante consideragao sobre o grupo IC. Enquanto in vitro o
VD dos animais IC esta mecanicamente deficiente, in vivo esta com sua funcao
aperfeicoada. Uma vez demonstrado no coragao isolado destes animais um
prejuizo do mecanismo de Frank-Starling, torna-se evidente a participagao de
mecanismos neuro-humorais conservando a fungdo mecanica do VD.

Os achados permitem supor a existéncia de uma reserva diastélica do
VD no animal IC que se manifesta no coragéo in vivo, mas nao in vitro. Nossa
hipétese é que tal mecanismo necessitaria da regulagédo neuro-humoral, uma
vez que nos coragdes isolados, essa melhora da reserva diastolica no VD né&o

foi observada.

Além disso, todos os resultados obtidos neste estudo no coracédo isolado
demonstraram que nao era de fato a nutrigdo prejudicada da preparagao de
tiras de VD, no trabalho de Fernandes (2006), a responsavel pela disfungéo
ventricular direita no grupo IC. Os nossos resultados, portanto reafirmam os

encontrados por aquele autor.
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