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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos agudos e crénicos do carvedilol
sobre o remodelamento do ventriculo esquerdo (VE) de ratos com infarto do
miocardio (IM). Ratos Wistar (8-9 semamas) foram infartados pela oclusao da artéria
coronaria esquerda. Apos 24 h, os animais receberam carvedilol (IM-CARV;
20mg/kg/d, gavagem) ou veiculo (IM-PLAC; metilcelulose 0,5%). Trés e 28 dias
depois, o VE foi cateterizado para avaliagdo da fungao cardiaca. Em seguida,
registrou-se a curva pressao-volume. Uma amostra foi selecionada para realizagao
do teste de tolerancia ao exercicio com intensidade progressiva em esteira. A
atividade da ECA foi avaliada por fluorimetria e a expressdo dos receptores da
angiotensina |l foi realizada por Western blot. O colageno e a hipertrofia foram
avaliados por histologia. Os resultados estdo apresentados como média + erro
padrdo da média. A extensdo do infarto n&o variou entre os grupos em nenhum dos
momentos avaliados. Apds 28 dias, os animais com IM apresentavam aumento
significativo da pressao diastdlica final do VE (SO= 7t1, IM-PLAC= 20+2, IM-CARV=
123 mmHg, P < 0,05) e da dilatagdo (SO= 10,5+1,2, IM-PLAC= 4,4+0,6, IM-CARV=
6,3+1 mmHg/ml.kg") comparado ao grupo SO, sendo que o carvedilol reverteu
parcialmente esses aumento. Os animais do grupo IM-CARV demonstraram maior
resisténcia ao exercicio comparados aos animais IM-CONT (IM-PLAC= 11,9+1, IM-
CARV= 17,3t1 min). O coladgeno aumentou no grupo IM-PLAC, e foi parcialmente
reduzido pelo carvedilol (SO= 1,8+0,3, IM-PLAC= 7,1+0,5, IM-CARV= 5,410,5 %). A
area de secgao transversa do miécito aumentou apdés o infarto, mas nao foi
influenciada pelo CARV. Houve aumento da atividade da ECA no VE do grupo IM-
CONT, e revertido pelo carvedilol (SO= 43,5+2,6, IM-CONT= 51,1%1,85, IM-CARV=
37,1£2,5 nmol/mg/min). Além disso, a expressdo do receptor ATy no VE foi
significativamente menor nos animais que receberam carvedilol (SO= 0,39+0,05, IM-
CONT= 0,65£0,05, IM-CARV= 0,46+0,05, P < 0,05). O carvedilol reduz a dilatagéao
ventricular e melhora a fungao cardiaca e o desempenho aerébico de ratos apds o
IM, com menor atividade da ECA e menor expressao dos receptores AT1 no VE,

impactando diretamente na reducédo da mortalidade apés o infarto do miocardio.



ABSTRACT

The present study sought to evaluate the acute and chronic effects of carvedilol in
post-infarct left ventricular (LV) remodeling in rats. Male Wistar rats (8-9 weeks) were
infarcted by left main coronary occlusion. Twenty-four hours later, animals were
assigned to receive carvedilol (IM-CARV; 20 mg/kg/day, gavage) or vehicle (IM-
PLAC; metilcelulose 0.5%). On the third and on the 28™ day, cardiac function was
assessed by LV catheterism. In addition, in situ LV pressure-volume relationship was
obtained using a double-lumen catheter. A sub-sample was selected and submitted
to progressive maximal exercise tolerance test on a treadmill. Angiotensin converting
enzyme (ACE) activity assay was done in plasma and LV fragments, and western
blots were performed to detect AT, and AT, protein expressions. Collagen volume
fraction and myocyte cross sectional area were evaluated in transversal slices of LV.
Data are depicted as mean * standard error of mean. Infarct area (3 days) and
extension (28 days) were similar between infarcted groups. Maximal exercise
tolerance was reduced after infarction, and improved after carvedilol treatment (IM-
PLAC= 11.9+1, IM-CARV= 17.311 min). Four weeks after coronary occlusion, LV
end-diastolic pressure (SO= 711, IM-PLAC= 20+2, IM-CARV= 12+3 mmHg, P < 0,05)
and LV dilation (SO= 10.5+1.2, IM-PLAC= 4.4+0.6, IM-CARV= 6.3+1 mmHg/ml.kg")
were increased as compared to SHAM group, and carvedilol partially reverted these
parameters. Interstitial collagen volume fraction and myocyte cross sectional area
were increased after infarction. However, carvedilol reduced fibrosis proliferation
(SO= 1.8+0.3, IM-PLAC= 7.1£0.5, IM-CARV= 5.410.5 %) in the viable tissue without
alteration in the myocyte cross sectional area (SO= 393.1116, IM-PLAC=
574.2+14.5, IM-CARV= 562.9+11.6 %). ACE activity was increased in the LV without
alteration in its plasmatic activity after infarction, and it was blocked by carvedilol
(SO= 43.5+£2.6, IM-CONT= 51.1+1.85, IM-CARV= 37.1+£2.5 nmol/mg/min). Moreover,
AT4 and AT protein expressions were increased in the LV after infarction. Carvedilol
blocked the increased AT; expression, but did not alter AT, expression. In
conclusion, carvedilol was related to better cardiac function, reduced LV dilation and
improved exercise tolerance in post-infarction heart failure rats, with decreased ACE
activity and AT, expression in the LV. These changes were associated with higher

post-infarction survival.
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1. INTRODUGAO

1.1. Aspectos Epidemiolégicos da Insuficiéncia Cardiaca apés o Infarto

Segundo dados da American Heart Association (Roger et al., 2011), a prevaléncia
de infarto do miocardio nos Estados Unidos situa-se em 3,1% na populagdo com
mais de 20 anos (Roger et al., 2011). Até 1990, observou-se aumento na incidéncia
de hospitalizagdo por infarto agudo do miocéardio. Porém, esse panorama tem-se
modificado a partir de entdo, com tendéncia a diminui¢do da incidéncia de eventos
coronarianos agudos (Movahed et al., 2009; Fang et al., 2010). A perda de miocardio
apos um evento isquémico agudo determina aparecimento de disfuncdo mecéanica
do coracdo. A evolucao para insuficiéncia cardiaca depende da intensidade desta

disfungao.

A insuficiéncia cardiaca € uma sindrome clinica resultante de desordens estruturais
e funcionais do coragao, comprometendo a habilidade do ventriculo em se encher
(insuficiéncia diastélica) ou ejetar sangue (insuficiéncia sistdlica) de acordo com as
necessidades do organismo. Em muitas situagbes os dois tipos de insuficiéncia
cursam em paralelo. Varios mecanismos compensatorios sdo ativados visando
compensar a insuficiéncia cardiaca, cabendo destaque para a ativacao
neurohumoral. A insuficiéncia cardiaca pode evoluir sem manifestacdes clinicas por
largos periodos de tempo. Apds aparecimento de sintomas, entretanto, cerca de
50% dos pacientes vao a obito em 5 anos (Maclintyre et al., 2000; Levy et al., 2002;
Roger et al.,, 2004). A insuficiéncia cardiaca tem enormes repercussdes sobre o
sistema de saude, sendo um dos itens de maior dispéndio, pois trata-se de um

quadro evolutivo que, frequentemente, exige internagéo hospitalar.

O aumento da sobrevida nos eventos coronarianos agudos, em paralelo ao aumento
da expectativa média de vida, tem determinado aumento progressivo na incidéncia
de insuficiéncia cardiaca na populagdo americana (Roger et al., 2004). De forma
similar, Gomez-Soto et al. (2010) também observaram aumento da incidéncia de
insuficiéncia cardiaca na populacdo espanhola, apesar de reducdo da taxa de

mortalidade, em vista de melhoras nos métodos de tratamento desta sindrome.Gaui
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et al. (2010) reportaram recentemente reducdo na mortalidade por insuficiéncia
cardiaca no Brasil, sugerindo ser este um panorama comum na epidemiologia desta

condigao.

A reducgao na taxa de hospitalizagao por infarto agudo do miocardio e na mortalidade
por insuficiéncia cardiaca estdo em acordo com a constante melhora nas
intervencdes e esquemas terapéuticos disponiveis. Por outro lado, o aumento da
expectativa de vida na populacdo, associada a redugdo da mortalidade por
insuficiéncia cardiaca, determina progressivo aumento da prevaléncia desta
condigcao na populagao, fato que tem sido tratado como epidemia (McCullough et al.,

2002; Roger, 2010). A Figura 1 ilustra os fatores que influenciam na dindmica desta

epidemia.
Aumento no numero de casos
‘Populagido || ‘Diabetes *Sobrevida ‘Diagnésti
idosa Obesidade no IAM lagnostico
Tl\ E {} Incidéncia de
'\_ insuficiéncia
< I/ cardiaca
\Incidéncia || . Severidade
de IAM Tratamento - do IAM S?brevic_I? apbs
insuficiéncia

L ; cardiaca
Diminuicao no numero de casos

Numerode
casos

Admissao hospitalar
com diagnostico de
insuficiéncia
cardiaca

Mortes por
insuficiéncia
cardiaca

Figura 1. Fatores que interferem no aumento dos casos de insuficiéncia
cardiaca (adaptado de Najafi et al., 2009).
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1.2. Remodelamento Ventricular apés o Infarto do Miocardio: Evidéncias

Experimentais

Atualmente, as bases farmacolégicas para a aprevengdo e tratamento da
insuficiéncia cardiaca apés o infarto agudo do miocardio estdo relacionadas aos
mecanismos de controle do assim chamado “‘remodelamento ventricular”. O
remodelamento ou remodelagédo ventricular foi inicialmente definido como sendo
decorrente da mudangéo da configuragdo geométrica do ventriculo esquerdo apds
infarto do miocardio (Roberts et al., 1984). Estas alteragbes, caracterizadas
principalmente pela dilatagdo da camara infartada, reduziam a eficiéncia mecénica
da bomba cardiaca, predispondo, portanto, ao quadro de insuficiéncia.
Posteriormente o termo “remodelamento” passou a ser utilizado como sinébnimo de
alteracbes mais amplas do coracdo e que predispdem a insuficiéncia cardiaca.
Dependendo do setor afetado, o termo remodelagédo passou a ser seguido por uma
adjetivagdo propria que traduzisse melhor o foco da alteragdo. Nascem entdo os
termos “remodelamento geométrico” (que passou a ser utilizado para expressar a
idéia original do remodelamento), “remodelamento bioquimico” (que traduz a re-
expressao do padrao fetal de proteinas sarcoméricas) e, mais recentemente,
‘remodelamento eletrofisiolégico”, traduzindo as alteragdes bioelétricas no miocardio
remodelado. Muito do que se conhece atualmente dos eventos do remodelamento
apos o infarto do miocardio € proveniente de estudo de modelos experimentais,

particularmente em ratos.

O modelo experimental de infarto do miocardio em ratos foi descrito inicialmente por
Johns & Olson (1954). O aperfeicoamento da técnica da ligadura coronariana na
década de 70, particularmente no grupo de Braunwald, nos Estados Unidos, trouxe
enormes contribuicdes para a compreensdao do processo de remodelamento.Em
seguida, serdo sumarizados os principais eventos que ocorrem no curso temporal
das alteragbes cardiacas que seguem ao infarto do miocardio em ratos, desde a

oclusédo da artéria coronaria até o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca.
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1.2.1. Morte Celular

Como resultado da oclusao aguda da artéria coronaria, o suprimento metabdlico ao
tecido é interrompido. Com a persisténcia da isquemia, inicia-se o processo de morte
celular, estabelecendo a irreversibilidade da lesdo. No miocardio isquémico, as
células morrem tanto por necrose quanto por apoptose, sendo que a apoptose
interfere ativamente no processo de remodelamento apds o infarto (Kajstura et al.,
1996; Palojoki et al., 2001).

Apés o infarto, a apoptose pode ser detectada em todo o miocardio, incluindo tanto
as areas isquémicas quanto aquelas ndo afetadas pela isquemia (Schwarz et al.,
2006). A apoptose pode ser observada tanto em midcitos, como também em outros
tipos celulares, como os fibroblastos e células endoteliais (Park et al., 2009). Palojoki
et al. (2001) observaram altas taxas de cardiomiocitos em apoptose na area de
transicdo entre o infarto e a cicatriz um dia apds a oclusdo coronariana em ratos,
com redugédo reduzindo esseas taxas com a progressao do remodelamento. Porém,
na area nao infartada, a apoptose aumenta progressivamente a partir do primeiro dia
até a décima segunda semana ap6s o infarto (Palojoki et al., 2001). Isto acontece
porque algumas proteinas envolvidas na programagao da apoptse se alteram no
coragao isquémico. Na fase aguda da injuria, por exemplo, observa-se aumento na
expressao de Bax (proteina com agao pré-apoptética) em paralelo com a redugao na
expressao de Bcl-2 (proteina com agado anti-apoptética) (Cheng et al., 1996;
Schwarz et al., 2006). Assim, é possivel observar redugdo na razdo Bcl-2/Bax
apenas 3 horas apos a oclusdo coronariana (Simonis et al., 2008). Além disso, a
ativacao da caspase 3 durante a isquemia em associacdo com a liberacdo do fator
indutor de apoptose (AIF, do inglés “apoptosis-induced factor’) tem grande
importancia na indugao precoce da apoptose no miocardio isquémico. Em fase mais
avancada do infarto, o aumento da atividade simpatica esta associado ao aumento
na expressao protéica de Bcl-xS, contribuindo para aumentar a taxa de apoptose e
consequentemente para a extensdo da lesdo e para o curso do remodelamento
ventricular (Prabhu et al., 2003).

A apoptose tem grande repercussao no processo de remodelamento cardiaco apos

o infarto. Baldi et al. (2002) mostraram uma relagdo entre o numero de
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cardiomidcitos em apoptose e a progressdo do remodelamento ventricular esquerdo.
Além disso, uma associagao linear positiva entre a expressédo de FasL (uma citocina
com agao pro-apoptotica) e a pressado diastolica final do ventriculo esquerdo foi
observada em ovelhas com insuficiéncia cardiaca (Jiang et al., 2003). A inibicdo da
caspase 3 por longo prazo reduziu a fibrose intersticial, a dilatagdo ventricular,
melhorou a fungao sistdlica e aumentou a sobrevida apds o infarto (Chandrashekhar
et al., 2004; Balsan et al., 2005).

Estes dados indicam que a modulagdo da apoptose pode se constituir um elemento
essencial da terapéutica pos-infarto visando prevenir o remodelamento e o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca. Este fato foi evidenciado recentemente
por Baldo et al. (2011) mostrando que a redugédo da apoptose durante as primeiras
vinte e quatro horas que se seguem a oclusdo da artéria coronaria esquerda em
ratos, é capaz de reduzir a extensdo da lesdo, atenuando a dilatacdo ventricular e a

progressao para a insuficiéncia cardiaca.

1.2.2. Inflamacao e Remodelamento da Matriz Extracelular

Apoés a fase de injuria e morte celular aguda, o reparo cardiaco é iniciado com agéo
direta na estrutura e fungcdo do coragédo. Este processo envolve uma resposta
inflamatéria que se faz através da mobilizacao e infiltracao celular, com quebra do
colageno em uma fase precoce, sendo seguido pela sua sintese (Frangogiannis,
2006).

Ao longo dos anos tem sido demonstrado que a resposta inflamatéria excessiva
apos o infarto esta associada a efeitos deletérios sobre a fungéo e estrutura cardiaca
(Jiang & Liao, 2010). Da mesma forma, sua supressao esta relacionada a um pior
prognoéstico em pacientes infartados (Roberts et al., 1976). Assim, estes eventos
precoces a oclusdo coronariana apresentam um importante alvo para intervencdes
terapéuticas, uma vez que deles dependem grande parte das alteragbes cardiacas

observadas na fase crénica.
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1.2.2.1. Citocinas e Células Inflamatérias

A inflamacdo é uma resposta aguda a oclusdo da artéria coronaria, sendo
fundamental para o processo de reparo e cicatrizagdo do miocardio (Frangogiannis,
2008). Quando a isquemia se torna irreversivel e os midcitos comegam a morrer,
varias substancias com funcdo quimioataticas sio liberadas fazendo com que as
células inflamatérias migrem para o miocardio isquémico. Essas células sao
responsaveis pelo processo de absorcdo do tecido necrético, além da sintese e
liberacdo de diversos fatores (Frangogiannis & Entman, 2005). A resposta celular a
oclusédo coronariana aguda inclui infiltracdo de neutréfilos, sendo observado o pico
maximo ja no primeiro dia apds a oclusdo, mantendo-se elevado até o quarto dia. No
segundo dia, é observado aumento de macrofagos e linfocitos, permanecendo
elevado por mais de quatro semanas (Fishbein et al., 1978; Yang et al., 2002). No
miocardio isquémico, neutrofilos liberam metaloproteinases (MMP, sigla referente ao
inglés “matrix metaloproteinases”) que iniciam a degradagcdo do colageno. Os
macrofagos iniciam a fagocitose do tecido necrético, além de produzir e liberar
citocinas para estimular a proliferacdo de fibroblastos e a intensa produgao de
colageno (Lambert et al., 2008; Vilahur et al., 2011).

Com a persisténcia da isquemia, o conteudo intracelular das células mortas €&
exposto, ativando a resposta imune inata. A imunidade inata é a primeira linha de
defesa contra infecgdes, porém fatores enddgenos gerados por lesdo tecidual
também podem ativa-la (Frangogiannis, 2008). Células polimorfonucleares sé&o
responsaveis pela resposta celular aguda assim como produgédo e liberagdo de
citocinas e a ativagdo do complemento (Valeur & Valen, 2009). A resposta inata &
desencadeada pela sinalizagdo dos TLR’s (sigla referente ao inglés “toll like
receptors”), que sao proteinas transmembranas que medeiam a sinalizagédo
intracelular, estimulando a produgdo de varias substancias como citocinas,
moléculas de adesdo e espécies reativas derivadas do oxigénio (Erickson et al.,
2008). Pelo menos 13 TLR’s ja foram identificados em mamiferos. Porém, no
coragao os tipos 2 e 4 sdo os principais envolvidos na resposta ao infarto agudo do
miocardio e na insuficiéncia cardiaca (Valeur & Valen, 2009). Pouca informagao

existe sobre a participacdo dos TLR's nas disfungdes cardiacas de diferentes
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origens. Por exemplo, usando um camundongo knockout para o gene TLR-2,
Shishido et al. (2003) observaram melhora na fungdo cardiaca e reducédo do
colageno intersticial e perivascular apés o infarto do miocardio. Além disto, TLR-4
estao envolvidos nos efeitos deletérios do remodelamento apds o infarto, como a
proliferacdo de colageno no miocardio remanescente ao infarto e comprometimento

da fungao sistdlica (Timmers et al., 2008).

As citocinas sdo liberadas precocemente apos a lesdo miocardica. Elas ndo séo
constitutivamente expressas no miocardio, mas apdés o infarto passar a ser
expressas com grande intensidade (Deten et al., 2002). Elas também participam da
resposta inata sinalizando para o reparo tecidual. As citocinas estdo envolvidas em
diversas etapas no curso temporal do remodelamento cardiaco apds o infarto, como
indugcdo da apoptose, alteragbes na matriz extracelular e outras modificacoes

estruturais (Frangogiannis, 2006).

Interleucinas (IL)-6, IL-18 e o fator de necrose tumoral (TNF-q, sigla referente ao
inglés “tumor necrosis factor’) sdo observados precocemente no tecido isquémico,
sendo detectados apenas 3 horas apds a oclusao coronariana (Deten et al., 2002;
Vandervelde et al., 2007). A relacdo entre citocinas proéinflamatérias e o
remodelamento ventricular foi observada por Moro et al. (2007), mostrando que a
superexpressao de citocinas inflamatoérias coincide com a progressao da disfungao
cardiaca e a dilatagao do ventriculo esquerdo em ratos apds a isquemia seguida por
reperfusdo. Por exemplo, camundongos knockout para TNF-a exibem redugao nos
eventos de ruptura cardiaca, comparados aos camundongos normais que
apresentaram ruptura devido aos elevados niveis dessa citocina (Sun et al., 2004).
Além disso, uma significativa correlagéo positiva foi evidenciada entre IL-1B e IL-6 e
a dilatagcdo do ventriculo esquerdo observada apds o infarto em ratos (Ono et al.,
1998), mostrando um papel fundamental dessas citocinas para o desenvolvimento

remodelamento apds o infarto do miocardio.
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1.2.2.2. Remodelamento da Matriz Extracelular

Como consequéncia da resposta inflamatéria exacerbada e sua persisténcia durante
as fases aguda e subcrénica do infarto, modificagdes na matriz extracellular irao
contribuir para as alteragdes estruturais do infarto, convergindo para a faléncia
miocardica. O intersticio cardiaco é composto basicamente por colageno e outros
componentes, como fibronectina, laminina e elastina. Varios subtipos de colageno
sdo encontrados, com os tipos I, Ill e V predominando no coragao (Brower et al.,
2006). O colageno cobre aproximadamente 3% do volume miocardio, sendo o
principal componente responsavel pela rigidez das cémaras cardiacas. Portanto,
alteragbes tanto no conteudo como na distribuicdo de colageno determinam
grandes alteragbes nas propriedades passivas da parede miocardica (Robinson et
al., 1988).

Uma importante modificagao apds a injuria isquémica € o remodelamento da matriz
extracelular, repercutindo na estrutura e fungdo cardiaca. Na fase aguda do infarto
colageno é rapidamente degradado. A perda do colageno situado entre os miécitos e
a reducéao do espaco intersticial contribui para o deslizamento dos feixes de midcitos
(evento conhecido como “slippage”) que contribui para a redugao do espessura da
parede ventricular e dilatagcdo da camara ventricular (Olivetti et al., 1990; Whittaker

et al., 1991), conforme esquema da parte inferior da Figura 2.

A expressao miocardica de citocinas profibréticas, como o TGF- (sigla derivada do
inglés “transforming growth factor”), esta significantemente aumentada a partir do
segundo dia apdés a oclusdo coronariana, permanecendo elevada pelas quatro
semanas subsequentes (Deten et al., 2001; Deten et al., 2005). TGF- B induz a
conversao de fibroblastos em miofibroblastos, levando a producédo e deposi¢ao de
colageno no miocardio (Bujak & Frangogiannis, 2007). Além disso, o TGF- 3 suprime
a atividade das metaloproteinases (MMPs) pela indug&o de seus inibidores teciduais
(TIMP, do inglés “tissue inhibitor of matrix metalloproteinase”) (Bujak &
Frangogiannis, 2007). Um outro fator profibrético, o fator de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF, do inglés “Conective Tissue Growth Factor’), esta envolvido na
produ¢cdo de colageno no miocardio infartado. Sua expressao € detectada no

miocardio remanescente ao infarto a partir da segunda semana apd6s o infarto,
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evidenciando a participacdo da mesma no desenvolvimento da fibrose reativa apés o
infarto, isto &, aquela que ocorre remotamente a regidao isquémica e que também
contribui para alteragdo das propriedades passivas das camaras cardiacas (Ohnishi
et al., 1998; Dean et al., 2005).

Como resultado da ativacdo da cascata de citocinas, a expressdao do RNAm para o
colageno é detectada no ventriculo esquerdo ja no terceiro dia apdés o infarto
(Cleutjens et al., 1995). Como consequéncia, grande deposi¢cao de colageno ja pode
ser observada tanto na area infartada como também na area nao infartada a partir
do terceiro dia apos a oclusdo coronariana, aumentando até o vigésimo oitavo dia
(Cleutjens et al., 1995; Milanez et al., 1997; Sun et al., 2000). Evidenciando a
importancia fundamental da matriz extracelular para a fungao cardiaca, Baicu et al.
(2003) observaram em musculos papilares isolados que o desempenho sistdlico era
progressivamente reduzido na medida em que o colageno fibrilar era
farmacologicamente degradado. De forma semelhante, camundongos com
superexpressédo de MMP-1 apresentaram progressiva perda da fungdo cardiaca,
evidenciando a importante participacdo do colageno e de suas vias regulatérias na

patogénese da insuficiéncia cardiaca (Kim et al., 2000).

A matriz extracelular é finamente regulada por varios fatores. As MMP’s sao enzimas
essenciais envolvidas na dindmica da matriz extracelular. Elas s&o proteases e
participam da degradagao do colageno (Creemers et al., 2001). Foi descrito que uma
forma intersticial, a MMP-13, é expressa precocemente apos o infarto do miocardio
em ratos. Outros tipos de colagenases, como por exemplo a MMP-8 (MMP derivada
de neutrofilos) é altamente expressa na fase subcrénica da cicatrizagéo (Peterson et
al., 2000). Assim, tem sido proposto que a inibicdo das MMP’s preserva a fungao
cardiaca por acelerar o processo de reparo. Dessa forma, Apple et al. (2006)
observaram que a inibicdo das MMP’s em porcos infartados melhorou a fungao
ventricular esquerda. Além disso, uma importante observacao foi feita por Spinale et
al. (2006) mostrando que o tratamento, a curto prazo, com inibidor de MMP apés o
infarto estava associado a preservacdo da funcdo e estrutura e aumento de
sobrevida; diferente do observado com o tratamento a longo prazo que evidenciou
dilatagao ventricular e aumento da mortalidade (Apple et al., 2006). Esses resultados

em conjunto reforgam a idéia de que intervengdes que afetam a matriz extracelular
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estdo associadas a melhoras no curso do remodelamento apds o infarto, chamando

a atencgao para o tempo de inicio e duragéo das interveng¢des farmacologicas.

E importante ressaltar que no miocardio isquémico, inflamacdo e remodelamento de
matriz extracelular estdao envolvidos no processo de reparo tecidual, € que esses
processos sao atuais alvos terapéuticos no tratamento da insuficiéncia cardiaca. A
Figura 2 mostra esquematicamente o curso temporal das alteracdes ventriculares

apos o infarto.
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Figura 2. Curso temporal das alteragbes ventriculares apdés o infarto do
miocardio (Adaptado de Vanhoutte et al., 2006). Na parte inferior da figura
estdo ilustradas as etapas do remodelamento ventricular esquerdo apds o
infarto, chamando a atencao para as alteragbes de espessura de parede e de
volume da camara ventricular (Adaptado de Paul, 2003).
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1.3. Ativagao Neurohumoral no Curso do Remodelamento Ventricular

A perda de fungao sistolica no coracgao infartado inicia uma resposta adaptativa com
o intuito de manter o débito cardiaco em valores normais. Essa resposta adaptativa,
que se faz através de uma maciga ativagcdo neurohumoral, tem como objetivo
recuperar a homeostase. Porém, quando a ativacao neurohumoral esta exacerbada
e se estende por um periodo prolongado, seus efeitos conduzem progressivamente
a faléncia miocardica. A vertente neural do sistema é representada pelo sistema
nervoso simpatico e a vertente humoral depende basicamente da ativacdo do

sistema renina-angiotensina-aldosterona.

1.3.1. Ativagao Adrenérgica

A hiperatividade do sistema nervoso simpatico estd diretamente associada a
disfungcédo contratil (Brum et al., 2006), hipertrofia cardiaca (Marano et al., 2002),
morte celular (Prabhu et al., 2003), produc¢do de citocinas pro-inflamatérias (Murray
et al., 2000), dilatagcao ventricular (Machackova et al., 2010) e arritmias (Du et al.,
1999). O sistema nervoso simpatico esta precocemente hiperativado apds o infarto
do miocardio (Karlsberg et al., 1979), contrario ao observado com o sistema nervoso
parassimpatico, que apresenta reducao da responsividade ao longo do processo de
remodelamento (Modolo et al., 1995). Essa hiperatividade simpatica pode também
ser evidenciada pelo aumento da frequéncia cardiaca durante a fase aguda do
infarto (Mill et al., 1991). Os niveis plasmaticos e teciduais de catecolaminas
aumentam apés o infarto do miocardio em ratos (Ganguly et al., 1997). Além disso, o
turnover da norepinefrina aumentam em ratos com insuficiéncia cardiaca indicando

elevado ténus simpatico (Patel et al., 2000).

Em animais infartados, a sensibilidade do baroreflexo se encontra reduzida
(Meyrelles et al., 1996), sendo que o comprometimento do baroreflexo esta
associado a magnitude da disfungéo ventricular (Henze et al., 2008). Além disso,

parte dessa depressao baroreflexa é causada pela reducdo da atividade e
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responsividade vagal (Moédulo et al., 1995; Kruger et al., 1997). O reflexo
cardiopulmonar se encontra preservado na fase aguda, mas tem sua atividade

comprometida com a evolugédo do remodelamento (Meyrelles et al., 1997).

Os receptores [-adrenérgicos medeiam as respostas cardiovasculares elicitadas
pelo sistema nervoso simpatico no sistema cardiovascular. Trés tipos de receptores
B-adrenérgicos sao encontrados no coragao. O receptor 1 € o mais abundante
(aproximadamente 70 a 80% do total), sendo acoplado a proteina G estimulatéria, o
que ocorre também com o receptor 2. A ativagdo desse receptor aumenta a
contratilidade e melhora o relaxamento, aumenta a frequéncia cardiaca e facilita a
conducgao atrio-ventricular (EI-Armouche & Eschenhagen, 2009). O terceiro subtipo
de receptor B-adrenérgico, B3 tem um efeito oposto sobre a contratilidade e o
cronotropismo quando comparado aos outros dois receptores. Seus efeitos nao
estdo totalmente esclarecidos, porém, efeitos antiarritimicos (Zhou et al., 2008) e

vasodilatadores (Gauthier et al., 1998) tém sido descritos.

A ativacao simpatica crénica induz modificacdes na sinalizacdo dos receptores [3-
adrenérgicos, afetando diretamente o acoplamento excitagdo-contragao
(Triposkiadis et al., 2009). Apds hiperatividade simpatica cronica, a expressao
génica e protéica do receptor B1 é reduzida no coragdo. Além disto, a
responsividade do receptor diminui, processo conhecido como dessensibilizagdo
(Perrino et al., 2007). A dessensibilizacdo do receptor 1 é iniciada com a
fosforilagdo do receptor, seguida pelo seu desacoplamento e endocitose, fato que
contribui para a redug¢ao na densidade desse receptor na membrana. O processo de
dessensibilizacdo € mediado por uma familia de proteinas acopladas a proteina G,
conhecidas como GRKs (sigla derivada do inglés “G protein-coupled receptor
kinase”). A principal isoforma no coragao € a quinase do receptor  (B-ARK) tipo 1
(também conhecida como GRK2). A B-ARK1 forma um complexo com a enzima
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K, sigla derivada do inglés “phosphatidylinositol 3-
kinase”) mediando a endocitose do receptor (Perrino et al., 2005). Este processo

esta bastante ativo na insuficiéncia cardiaca.

A origem da ativagdo simpatica no periodo pos-infarto ainda € pouco conhecida,
podendo ser decorrente tanto da estimulagéo de receptores intramiocardiocos como

também da disfuncdo de barorreceptores ou de receptores de volume. Outro
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mecanismo proposto para explicar a génese da hiperatividade simpatica apos infarto
e na insuficiéncia cardiaca é a ativagao do sistema renina-angiotensina cerebral
(Westcott et al., 2009). Com o aumento dos niveis circulantes de angiotensina Il
(ANG II) e sua acao no orgéo subfornical, vias angiotensinérgicas s&o ativadas no
nucleo paraventricular. A participagdao da ANG Il central no remodelamento apdés o
infarto foi evidenciada pela verificacdo de que o bloqueio dos receptores AT no
sistema nervoso central foi mais efetivo em prevenir a disfungdo cardiaca quando
comparado ao bloqueio periférico (Huang et al., 2009). Os niveis de aldosterona e
do seu receptor estdo aumentados no hipotalamo de ratos infartados. A aldosterona
estimula a “ouabaina enddgena”, contribuindo para a liberagédo local de ANG Il e
para aumentar a sensibilidade do receptor AT, a estimulagcdo. Este fato foi
confirmado por Wang et al. (2004) apds o infarto em ratos com deficiéncia na
expressao do angiotensinogénio cerebral. Foi observada redugdo da disfungao
ventricular através da atenuagdo do tdonus simpatico. Além disto, injecdes
intracerebroventriculares de captorpil apds o infarto em ratos melhoram a disfungao
diastolica (Araujo et al., 2009). De forma semelhante, a hiperatividade simpatica
pode ser reduzida através do bloqueio central do receptore mineralocorticéide, uma
vez que a aldosterona medeia parte desse processo (Huang & Leenen et al., 2005).

A figura 3 ilustra os efeitos do infarto do miocardio sobre a ativagédo do SNS.

Reflexos excitatorios

Reflexos inibitérios

Infarto {:j::? Remodelamento

Figura 3. Esquema mostrando os efeitos da hiperativagdo adrenérgica apos o
infarto do miocardio. Adaptado de Triposkiadis et al., (2009).
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1.3.2. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona Cardiaco

O sistema renina-angiotensina-aldosterona participa ativamente da regulagdo do
balango hidro-eletrolitico e da regulagdo da pressao arterial (Gensini et al., 2002).
Fisiologicamente, o angiotensinogénio é liberado pelo figado, sendo clivado na
circulagao pela renina, uma enzima secretada pelo aparelho justaglomerular do rim.
O produto formado, o decapeptideo angiotensina | é clivada pela enzima conversora
de angiotensina (ECA) presente principalmente nas células endoteliais formando o
octapeptideo ANG Il. A ANG Il é o principal efetor do sistema, agindo em receptores
especificos na superficie de varios tipos celulares (Paul et al., 2006; Santos et al.,
2008). Dentre os efeitos associados a ANG Il, pode-se citar a vasoconstricdo do
musculo liso vascular, estimulacdo da producdo de aldosterona, estimulagcdo da
liberacdo de catecolaminas, o aumento da atividade simpatica e estimulacdo da
sede e do apetite (Fitzsimons, 1998; Paul et al., 2006). A via classica de formagao

de ANG Il esta ilustrada na Figura 4.
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Figura 4. Esquema mostrando as vias do sistema renina-angiotensina.
Adaptado de Santos et al., (2008).
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Mais recentemente tem-se observado que a ANG Il e outros peptideos relacionados
a este sistema exercem também efeitos diferentes daqueles associados a regulagao
fisiolégica do volume extracelular e da homeostase ibnica. Estes efeitos ndo estédo
apenas relacionados aos seus componentes circulantes, mas também a um efeito
paracrino em diferentes tecidos (Paul et al., 2006). O sistema renina-angiotensina-
aldosterona local ja foi descrito por varios autores, estando ativado no coragao
diante de inumeras condi¢cdes como, por exemplo, no infarto do miocardio e na
insuficiéncia cardiaca. Um fato importante a ser considerado é que a regulagédo dos
sistemas locais parece ser totalmente independente do sistema renina-angiotensina
circulante (Dostal et al., 1992; Barlucchi et al., 2001; Resende & Mill, 2002; Sun,
2010; Studer et al., 1994; Sadoshima et al., 1993; Dzau et al., 1988; Paul et al.,
2006; Lindpaintner et al., 1987; Ferreira et al., 2008).

Varios estudos indicam que o miocardio é capaz de produzir todos os componentes
do sistema reinina-angitoensina aldosterona e que todo este sistema seria ativado
apos infarto. A renina e o angiotensinogénio sao produzidos no miocardio apds o
infarto principalmente por macréfagos e fibroblastos (Passier et al., 1996) Além disto,
a ECA é altamente sintetizada em células endoteliais de coronarias, assim como por
macrofagos (Sun and Weber, 1996). Apds o infarto, a atividade da ECA aumenta no
plasma e no miocardio, junto com a elevagao nos niveis de angiotensina Il no
coracao (Busatto et al., 1997; Resende et al., 2006; Xu et al., 2008). Outro ponto
importante nessa via é a indugédo da producédo de aldosterona pela angiotensina Il
através do seu receptor AT; (Paul et al., 2006). Angiotensina Il e aldosterona
induzem hipertrofia cardiaca (Liu et al., 1998; Lijnen and Petron, 1999), aumento na
deposigcéo de colageno no coragao (Silvestre et al., 1999), apoptose (Cigola et al.,
1997), contribuindo para o comprometimento hemodinamico e para a progressao da

insuficiéncia cardiaca. A Figura 5 ilustra o sistema renina-angiotensina no coragao.
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Figura 5. Ativacao do sistema renina-angiotensina cardiaco e seus efeitos.
Adaptado de Paul et al., 2006.

No inicio dos anos 1980, uma série de estudos demonstrou que ratos submetidos a
ligadura coronariana e tratados por longo periodo com captopril, um inibidor da ECA,
apresentavam melhora hemodinamica (Pfeffer et al., 1985b) e aumento da sobrevida
(Pfeffer et al., 1985a). Os animais tratados com captopril, apesar de apresentarem
areas de infarto similar aos nao tratados, apresentavam menor dilatagdo ventricular
e menor grau de hipertrofia no miocardio remanescente. Estes dados indicacam a
participacao do sistema renina-angiotensina no remodelamento apds infarto. Esses
resultados encorajaram o delineamento de varios estudos clinicos (The
CONSENSUS Trial, 1987; The SOLVD Trial, 1991), e os resultados obtidos
rapidamente colocaram os inibidores da ECA como terapia padrao e de primeira
escolha no tratamento do infarto agudo do miocardio visando prevenir a insuficiéncia
cardiaca (Dickstein et al., 2008).

A participacdo da angiotensina Il no aumento da fibrose é independente do seu
efeito sistémico. Por exemplo, camundongos com superexpressdo cardiaca de
angiotensina Il apresentam grande deposi¢cdo de colageno intersticial (Xu et al.,
2007). A proliferacdo de colageno no miocardio viavel apdés o infarto afeta

negativamente a funcdo cardiaca e a sobrevida. Mill et al. (2003) mostraram que
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similar a angiotensina Il, a aldosterona aumenta o colageno no miocardio
remanescente ao infarto em ratos, além de haver indugcdo do receptor
mineralocorticéide no ventriculo esquerdo (Resende et al., 2006). Aparentemente a
angiotensina |l agiria sinergicamente a aldosterona estimulando a fibrose reativa no
coragao infartado. O bloqueio farmacoldogico da aldosterona também impede os
efeitos deletérios da hiperatividade simpatica no coragéo de ratos (Bos et al., 2005),
mostrando que pode haver interacdo entre os dois sistemas contribuindo para o
remodelamento ventricular. A angiotensina Il € o principal horménio estimulante da
producdo de aldosterona no cortex adrenal. Essa relag&o, entretanto, parece nao
existir no coragao. Por exemplo, Katada et al. (2005), usando camundongos com
delecao génica do receptor AT4, mostraram que a produgao de aldosterona nao foi
suprimida nesses animais. Este fato sugere que, no coragao, a aldosterona pode ser
produzida por uma via independente da angiotensina Il. Por outro lado, Lemarié et
al. (2009) demonstraram que a atividade da aldosterona depende da ativagcdo do
receptor ATy. Outro efeito relacionado a aldosterona foi recentemente relatado. O
tratamento com a eplerenona reduz os efeitos deletérios do remodelamento e
melhora a fungdo ventricular esquerda por modular a resposta inflamatéria aguda
apos o infarto em ratos (Fraccarollo et al., 2008), além de melhorar a fungao
endotelial em aorta por redugdo do estresse oxidativo (Sartorio et al., 2007). A
resposta sobre o reparo cardiaco foi mediada pela aceleragdo da infiltragdo de
macrofagos e absorgao do tecido necrético. Essa ligagado entre o sistema renina-
angiotensina e a atividade inflamatéria foi descrita previamente por Nabah et al.
(2004), mostrando que a angiotensina |l estd envolvida no recrutamento de
neutrdéfilos através da liberagdo de quimiocinas. Este efeito contribui para o aumento
na infiltracdo de neutréfilos no miocardio isquémico, gerando uma atividade
inflamatéria excessiva e culminando com a expansao ventricular. Uma importante
observacgao foi feita por Gurantz et al. (2005) em que IL-18 e TNF-a aumentam a
expressao do receptor AT; em fibroblastos em cultura e em coracdes de ratos
infartados. A estimulacdo do receptor AT{ em fibroblastos leva ao aumento na
expressdo de CTGF no miocardio remanescente (Ahmed et al., 2005), mostrando
uma ligagao entre a atividade inflamatéria e a ANG Il na deposi¢céo de colageno no
miocardio. De forma semelhante, o bloqueio dos receptores AT, reduz a expressao

de TGF-B no miocardio impedindo a proliferagéo da fibrose (Youn et al., 1999).
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Além do receptor AT, ja descrito, um segundo tipo de receptor para a ANG Il tem
sido descrito como tendo influéncia expressiva no processo do remodelamento apés
o infarto. Apesar da escassez de descricbes sobre seus efeitos, acredita-se que a
estimulagdo do receptor AT, exerca efeitos antagOnicos aos relatados para o
receptor AT4. Por exemplo, a delegdo do receptor AT, cardiaco em camundongos
infartados aumenta a mortalidade e exacerba os efeitos do remodelamento (Adachi
et al., 2003). Além disto, a estimulagao farmacoldgica do receptor AT, tem efeitos
anti-apoptéticos e anti-inflamatoérios apos o infarto em ratos, melhorando a fungéo
ventricular (Kaschina et al., 2008).

Diante do que foi exposto, pode-se perceber que a ativagdo neurohormonal é
responsavel por modificagdes marcantes que acometem o miocardio apés o infarto,
contribuindo para o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca. Diante disso, ndo é
dificil entender as razdes pelas quais os inibidores da ECA e os B-bloqueadores
estao elencados como farmacos indispensaveis na terapia padrao para o tratamento
do infarto agudo do miocardio e da insuficiéncia cardiaca (Antman et al., 2004;
Dickstein et al., 2008).

1.4. Evolugédo do Tratamento da Insuficiéncia Cardiaca

O tratamento do infarto do miocardio e da insuficiéncia cardiaca decorrente do
mesmo tem sido objeto de inumeros estudos realizados em modelos animais e em
humanos. Mesmo excluindo as terapias anticoagulantes e antitromboticas e focando
apenas na terapia anti-remodelamento, ainda é grande numero de trabalhos nessa
area. Para ilustrar este fato, realizando uma busca no site do PUBMED utilizando
como palavras-chave “heart failure” ou “myocardial infarction”, obtem-se 113571

trabalhos e 165623 artigos, se incluidos os editoriais e as revisoes.

Por muito tempo, a terapia farmacologica da insuficiéncia cardiaca apos o infarto foi
reetringiu-se ao uso de digitalicos e diuréticos (Bruce, 1906; Evans, 1937; Rudolf,
1925; Kerr, 1923; Weston et al., 1952; Whittaker, 1955; Platts and Hanley, 1956;
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Briggs, 1957; Fletcher and Brennan, 1958; Dodek, 1974), garantindo resultados
satisfatérios no tratamento da insuficiéncia cardiaca crénica, uma vez que até entao,
usavam-se estratégias paliativas para o controle dos sintomas. Porém, com o
aumento exponencial na incidéncia de infarto agudo do miocéardio e da alta taxa de
mortalidade referente a progressdo para a insuficiéncia cardiaca observada na
metade do século XX, fazia-se necessario a incorporacdo de novas opgodes
terapéuticas. Na década de 1960 os B-bloqueadores foram propostos para o
tratamento do infarto agudo do miocardio. Porém, essa descrigdo sera feita em um
tépico especifico mais adiante.

A revolugao no tratamento do infarto agudo do miocardio e da insuficiéncia cardiaca
veio com a descoberta dos inibidores da ECA. Os primeiros estudos utilizando essas
drogas em pacientes com infarto agudo do miocardio e insuficiéncia cardiaca
comegaram no inicio da década de 1980, utilizando pequeno nimero de pacientes
(Bounhoure et al., 1982; Rouleau et al., 1982; Brivet et al., 1981). Em um desses,
Sharpe et al. (1984) randomizaram 36 pacientes com insuficiéncia cardiaca crénica
em classe funcional Il e Ill (pelos critérios da NYHA, sigla referente ao inglés “New
York Heart Association”), para receber enalapril (n=18) ou placebo (n=18). Apés trés
meses de tratamento, os pacientes que receberam enalapril apresentavam maior
tolerancia ao exercicio e menor dilatagcao ventricular, o que se traduzia em presenca
de classe funcional menor. Concomitantemente, os inibidores da ECA foram
introduzidos ao tratamento do infarto agudo do miocardio. Segundo Brivet et al.
(1981), o uso de captopril em pacientes com disfungdo sistdlica do ventriculo
esquerdo apés o infarto agudo do miocardio reduzia a pressdo de enchimento
ventricular e aumentava o débito cardiaco. A partir dai, diversos estudos foram
publicados utilizando inibidores da ECA em pacientes infartados com resultados
bastante satisfatorios (Westing et al., 1983; Mattioli et al., 1986; McAlpine et al.,
1987).

Diante dos resultados encontrados em estudos menores, o delineamento de grandes
estudos foi encorajado com o objetivo de avaliar desfechos como mortalidade e
hospitalizacdo. A efetivagdo dos inibidores da ECA como terapia padrdo para a
insuficiéncia cardiaca crénica veio com a divulgagado dos resultados de grandes
estudos clinicos randomizados. O primeiro deles, o estudo CONSENSUS (sigla

referente ao inglés “Cooperative New Scandinavian Enalapril Survival Study”)
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randomizou 253 pacientes com insuficiéncia cardiaca severa (classe funcional
NYHA 1V) para receber enalapril ou placebo. Foi observada uma reducgao relativa de
40% na mortalidade dentro dos seis meses iniciais, € 31% apdés um ano apés a
randomizagao nos pacientes tratados com enalapril (The CONSENSUS Trial Study
Group, 1987). De forma similar, o estudo SOLVD (do inglés “Studies of Left
Ventricular Dysfunction) mostrou que a adicao do enalapril a terapia da insuficiéncia
cardiaca (classe funcional Il e Ill) estava associada a redu¢do de 16% no risco de
morte (The SOLVD Investigators, 1991).

O estudo CONSENSUS Il (sigla referente ao inglés “Cooperative New Scandinavian
Enalapril Survival Study II’) randomizou 6090 pacientes com infarto agudo do
miocardio para receber enalapril (3044 pacientes) ou placebo (3046 pacientes)
dentro das primeiras 24 horas do inicio dos sintomas (Swedberg et al., 1992).
Porém, os resultados ndao foram muito satisfatérios. Nao houve diferenca
significativa na mortalidade, havendo grande tendéncia (P = 0,06) ao aumento da
mortalidade por insuficiéncia cardiaca no grupo que recebeu enalapril. Os autores
justificaram os resultados por um possivel efeito hipotensor do enalapril (Swedberg
et al., 1992). Algums estudos posteriores tentaram explicar os resultados desse
estudo. Por exemplo, Nguyen et al. (1997) mostraram que a possivel interagao entre
enalapril e aspirina seria responsavel pelo aumento da mortalidade. Em outro
estudo, porém, a adigcdo de um inibidor da ECA (captopril ou enalapril) a pacientes
dentro das 24 horas do inicio dos sintomas do infarto agudo do miocardio melhorou
a fungdo cardiaca evidenciada pelo aumento da fracdo de ejecdo e reducgédo da
dilatagdo ventricular trés meses apds o inicio do tratamento (Foy et al., 1994). De
forma semelhante, o tratamento com zofenopril reduziu a mortalidade e a incidéncia
de insuficiéncia cardiaca tanto em curto quanto em longo prazo (Ambrosini et al.,
1995).

Outra forma de inibicdo do sistema renina-angiotensina foi introduzida
posteriormente na pratica clinica, através do antagonismo dos receptores ATq. Apos
diversos resultados favoraveis obtidos em modelos experimentais de infarto do
miocardio, os antagonistas dos receptores AT comegaram a ser testados na clinica
(Hu et al., 1998; Kuno et al., 2002). Como exemplo, o estudo CHARM (do inglés
“Candesartan in Heart Failure Assessment of Reduction in Mortality and Morbidity”)

randomizou 4569 pacientes diagnosticados com insuficiéncia cardiaca cronica para
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receber candesartan ou placebo. Houve uma reducéao significativa da mortalidade e
hospitalizagdo no grupo que recebeu candesartan (Young et al., 2004). Um aspecto
importante que deve ser levado em consideragdo € que o candesartan foi
administrado a pacientes em uso da terapia padrao com inibidores da ECA e B-

bloqueadores.

Em outro estudo, dessa vez comparando os efeitos de um inibidor da ECA
(captopril) com os efeitos de um antagonista do receptor AT; (valsartan) em
pacientes apos o infarto agudo do miocardio, mostrou que o valsartan possui
efetividade similar ao captopril em reduzir a mortalidade e melhorar a fungao
cardiaca (Pfeffer et al., 2003). De forma similar, o estudo OPTIMAAL (do inglés
“Optimal Trial in Myocardial Infarction with the Angiotensin Il Antagonist Losartan”)
comparou os efeitos do captopril e do losartan em individuos recém infartados.
Apesar de nado alcangar diferengas estatisticamente significantes, observou-se
grande tendéncia favoravel ao uso do captopril (Dickstein et al., 2002). Interessante,
os autores desse estudo concluiram pelo uso dos inibidores da ECA ao losartan
apo6s o infarto do miocardio, sendo que este ultimo pode ser considerado alternativa
quando a administragdo de um inibidor da ECA nao for tolerado. Apds esse estudo,
essa passou a ser a recomendacao para o tratamento da insuficiéncia cardiaca apés
o infarto (Antman et a., 2004).

A Figura 6 ilustra a evolugao terapéutica na insuficiéncia cardiaca e o impacto de
cada nova classe terapéutica introduzida a terapia na mortalidade ao longo de 1 ano

apos o evento isquémico.
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Sobrevida na Insuficiéncia Cardiaca Cronica
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Figura 6. Impacto da adigdo de novos farmacos a terapia da insuficiéncia
cardiaca sobre a mortalidade. A sigla RRR é referente a “redugéo do risco
relativo”. Adaptado de McMurray et al., 2004.

1.5. Uso de B-Bloqueadores no Tratamento do Infarto Agudo do Miocardio e

da Insuficiéncia Cardiaca Cronica

Os primeiros relatos do uso de B-bloqueadores para o tratamento do infarto agudo
do miocardio datam de meados dos anos 1960 (Snow, 1965; Balcon et al., 1966; Lal
et al.,, 1966). Em um desses estudos, Bay et al. (1967) administraram propranolol
(5mg, iv) a oito pacientes com evidéncias clinicas e eletrocardiograficas de infarto
agudo do miocardio. Os autores associaram a redugdo no débito cardiaco
observada a queda significativa da frequéncia cardiaca. Além disso, trés pacientes
apresentaram redugdo subita do débito cardiaco logo apdés a administragdo do
propranolol. Em outro estudo randomizado, duplo-cego, controlado por placebo,
Norris et al. (1968) testaram os efeitos do propranolol em pacientes com infarto
agudo do miocardio. Porém, n&do foram observadas diferencas significativas em

relacdo a mortalidade e arritmias severas. Baseado nessas primeiras evidéncias e
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na esperada redugdo da contratilidade associada ao bloqueio p-adrenérgico, os B-
bloqueadores foram subutilizados no tratamento da insuficiéncia cardiaca e da

disfungéo sistdlica apés o infarto do miocardio.

Com a evolucado dos estudos, observou-se que a administracdo de propranolol
imediatamente ao inicio dos sintomas de infarto agudo do miocardio esta
relacionada a redugédo de mortes e eventos cardiovasculares (Davies, 1974). Em um
outro estudo realizado por Hansteen et al. (1982), a administracdo de propranolol
precocemente ao infarto agudo do miocardio e sua continuagdo por um ano reduziu
a incidéncia de morte subita. Além disto, inumeros relatos disponiveis na literatura
cientifica mostram efeitos de diferentes B-bloqueadores na redugcédo das arritmias
cardiacas (Sloman et al., 1965; Sandler & Pistevos, 1971; Rymaszewski et al.,
1972). Uma meta-analise compilou estudos que utilizaram B-bloqueadores apds o
infarto agudo do miocardio, evidenciando o beneficio dessa classe farmacoldgica
(Freemantle et al., 1999). Assim, a Sociedade Americana de Cardiologia passou a
recomendar a administracdo de B-bloqueadores orais dentro das primeiras 24 horas

apos a isquemia, com nivel maximo de evidéncias (Ryan et al., 1999).

Com o desenvolvimento da farmacologia, novos [(-bloqueadores surgiram. Os
efeitos benéficos desses novos [B-bloqueadores foram evidenciados em grandes
estudos clinicos, em pacientes apos o infarto agudo do miocardio e na insuficiéncia
cardiaca crénica. Um grande estudo randomizou pacientes com infarto agudo do
miocardio (fragdo de ejecao < 40%) para receber carvedilol ou placebo dentro dos
primeiros 21 dias ao inicio dos sintomas. A andlise dos efeitos agudos desta
intervencdo mostrou que dentro dos primeiros 30 dias de tratamento, houve reducéo
significativa do numero de eventos (mortalidade por todas as causas, parada
cardiaca e infarto ndo-fatal) associada ao tratamento com carvedilol (Fonarow et al.,
2007). Nesse mesmo estudo, a avaliagao dos efeitos a longo-prazo mostrou redugao
de 23% na mortalidade pelo carvedilol apés seguimento médio de 1,3 anos (The
CAPRICORN Investigators, 2001).

Os resultados obtidos apés o infarto agudo do miocardio foram observados também
na insuficiéncia crénica. O primeiro estudo randomizado com o propésito de avaliar o
efeito dos B-bloqueadores de nova geragédo na insuficiéncia cardiaca crénica foi o
estudo CIBIS (sigla derivada do inglés “The Cardiac Insufficiency Bisoprolol Study”)



35

(CIBIS Investigators and Committees, 1994). Este estudo, desenhado para avaliar o
efeito da terapia com bisoprolol sobre a mortalidade, foram incluidos pacientes (321
no grupo placebo, e 320 no grupo bisoprolol) entre 18 e 75 anos, com insuficiéncia
cardiaca em classe funcional Ill ou IV. Porém, ao final de aproximadamente dois
anos de seguimento, ndo foi observada reducdo significativa da mortalidade
associada ao tratamento (redug¢ao nao significativa de 20% na mortalidade no grupo
que recebeu bisoprolol). Alguns dos possiveis motivos para o insucesso do CIBIS
foram corrigidos no CIBIS-II (CIBIS-Il Investigators and Committees, 1999). Neste
novo estudo, agora com um numero maior de pacientes randomizados (1320 no
grupo placebo, e 1327 no grupo bisoprolol), e tendo como dose alvo 10 mg ao dia
(no CIBIS a dose alvo era de 5 mg ao dia), os pacientes foram seguidos por um
periodo meédio de 1,3 anos, diante da recomendacéo para a interrupgcéo precoce do
estudo. Essa recomendacgéo foi baseada na redugdo de 34% no risco de morte

evidenciada pelo estudo até aquele momento.

Posteriormente, varios estudos foram sendo realizados a fim de testar diferentes -
bloqueadores. Estudo realizado por Packer et al. (1996) randomizou pacientes
diagnosticados com insuficiéncia cardiaca para receber carvedilol ou placebo. Apds
um seguimento médio de 6,5 meses, o estudo foi interrompido pelo comité de
monitoramento de desfechos devido a redugédo de 65% no risco relativo de morte.
De forma similar, outro grande estudo randomizado para avaliar os efeitos do
carvedilol na insuficiéncia cardiaca severa foi o COPERNICUS (sigla derivada do
inglés “Carvedilol Prospective Randomized Cumulative Survival Study Group”)
(Packer et al., 2001). Este estudo randomizou 2289 pacientes diagnosticados com
insuficiéncia cardiaca classe funcional Il ou IV, apresentando fragdo de ejecgao
abaixo de 25%. Apés um tempo de seguimento médio de aproximadamente 10

meses e uma redugao de 35% na mortalidade, o estudo foi interrompido.

Além disto, a comparacao entre diferentes (3-bloqueadores em pacientes com infarto
agudo do miocardio mostrou que os 3-bloqueadores seletivos para receptores beta-1
(atenolol e metoprolol) tém melhores efeitos em relagdo a sobrevida comparados
aos obtidos como uso do beta bloqueador nao seletivo padrdo, o propranolol
(Gottlieb & McCarter, 2001). Outro B-bloqueador que apresentou resultados
favoraveis em pacientes infartados foi o carvedilol. Isso péde ser evidenciado

quando a comparagdo entre o carvedilol e o metoprolol em pacientes com
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insuficiéncia cardiaca mostrou ampla vantagem em favor do carvedilol (Metra et al.,
2000; Torp-Pedersen et al., 2005).

A Tabela 1 apresenta alguns dos principais estudos clinicos utilizando -
bloqueadores na insuficiéncia cardiaca, tendo a mortalidade como desfecho

primario.
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A Figura 7 apresenta a compilacdo de alguns estudos mostrando o impacto da
terapia com B-bloqueadores na mortalidade (painel superior) e hospitalizagao (painel

inferior) em pacientes com insuficiéncia cardiaca crénica.

MORTALIDADE

ESTUDOS Odds Ratio (IC 95%)
CIBIS (1994) —_—a 0.753 (0.505 - 1.122)
Packer et al. (1996) —_— 0,386 (0,221 - 0.677)
Bristow et al. (1996) _— 0.263 (0,115 - 0,602)
Packer et al. (1996) = 0.576 (0,207 - 1,602)
CIBIS 1l (1999) —-— 0.638 (0,512 - 0,795)
Hjalmarson et al. (2000) —— 0.623 (0.479 - 0,811)
RESOLVD (2000) —_— 0,445 (0,188 - 1,056)
Packer et al. (2001) —— 0,629 (0,495 - 0,799)
BEST (2001) - 0,878 (0,747 - 1,033)

TOTAL —-— 0.626 (0.518 - 0.758)
0’1 B-Blogueadores 1 Placebo 10
OR
HOSPITALIZACAO
ESTUDOS Odds Ratio (IC95%)
Packer et al. (1996) — 0.672 (0.485 - 0,932)
Bristow et al. (1996) —_— e 0,493 (0.255 - 0.951)
Packer et al. (1996) —_— 0,579 (0.321 - 1.044)
ANZ (1997) ——— 0.741 (0,399 - 1,373)
CIBIS Il (1999) - 0,780 (0,666 - 0,915)
RESOLVD (2000) —— 0,923 (0,553 - 1,542)
Hjalmarson et al. (2000) - 0,785 (0,675 - 0.912)
BEST (2001) - 0,864 (0,739 - 1,010)
Packer et al. (2001) - 0,770 (0,648 - 0,914)
TOTAL - 0,786 (0,729 - 0,847)
0’1 B-Bloqueadores 1 Placebo 10
OR

Figura 7. Forest plot mostrando o efeito do tratamento com [(-bloqueador
sobre a mortalidade e a hospitalizagdo em pacientes com insuficiéncia
cardiaca cronica.
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1.6. Tratamento do Infarto Agudo do Miocardio e da Insuficiéncia Cardiaca

Recém Diagnosticada: Questao em Debate

Por muito tempo, a recomendacao das duas maiores sociedades de cardiologia do
mundo, a americana (AHA, referente a sigla em inglés “American Heart Association”)
e a européia (ESC, referente a sigla em inglés “European Society of Cardiology”) foi
de iniciar o tratamento da insuficiéncia cardiaca com inibidor da ECA (Antman et al.,
2004; Dickstein et al., 2008). Porém, devido as recentes evidéncias em relacdo aos
B-bloqueadores, uma importante questdo foi levantada em relagdo a terapia da
insuficiéncia cardiaca: para o infarto agudo do miocardio e os novos casos de
insuficiéncia cardiaca diagnosticados: qual das duas classes farmacologicas seria
mais eficaz para iniciar o tratamento? (Fang, 2005; Remme, 2005; Remme, 2007).
Com base nesse questionamento, alguns estudos investigaram essa questdo. O
estudo CARMEN (sigla referente ao inglés “The Carvedilol and ACE-Inhibitor
Remodelling Mild Heart Failure Evaluation Trial’), por exemplo, randomizou
pacientes com insuficiéncia cardiaca com grau moderado para receber carvedilol,
enalapril, ou a associagdo dos dois farmacos (Remme, 2001). Foi observado um
efeito significativo da associagdo dos dois farmacos nos parametros de
remodelamento ventricular comparado aos tratamentos individuais (Remme et al.,

2004). Porém, nem sempre a terapia combinada pode ser utilizada.

Além disso, pacientes com diagndstico recente de miocardiopatia dilatada idiopatica,
classe funcional Il ou Ill e fragdo de ejecao < 40%, foram randomizados para receber
carvedilol (38 pacientes) ou perindopril (40 pacientes) durante seis meses. Apods
essa fase, foi adicionado um segundo farmaco (perindopril para o grupo que iniciou
com carvedilol, e carvedilol para o grupo que iniciou com perindopril) por mais seis
meses. Quando o tratamento foi iniciado com carvedilol, houve maior incremento na
fracdo de ejecdo e maior migragao para classes funcionais mais baixas comparado
ao grupo que recebeu perindopril (Sliwa et al., 2004). De forma semelhante, o
estudo CIBIS-III (sigla referente ao inglés “Cardiac Insufficiency Bisoprolol Study-III’)
randomizou 1010 pacientes com insuficiéncia cardiaca recém diagnosticada para

avaliar o impacto do farmaco de primeira escolha (bisoprolol ou enalapril) na
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mortalidade, eventos cardiovasculares e fungao cardiaca (Willenheimer et al., 2004).
N&o foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos em relagao a
mortalidade e eventos cardiovasculares (Willenheimer et al., 2005), migracdo de
classe funcional (Dobre et al., 2008), estrutura e fungéo cardiaca (van de Ven et al.,
2010), mostrando que a escolha de um B-bloqueador como terapia inicial para

insuficiéncia cardiaca é tdo segura e eficaz quanto a escolha de um inibidor da ECA.

Ao longo dos anos, uma série de grandes estudos clinicos tém mostrado beneficios
dos inibidores da ECA no tratamento da insuficiéncia cardiaca apés o infarto do
miocardio. A redugao significativa da morbi-mortalidade por insuficiéncia cardiaca
garantida pelos inibidores da ECA em pacientes infartados tornou essa classe
farmacoldgica terapia de primeira escolha em todos os consensos para tratamento
do infarto agudo do miocardio e da insuficiéncia cardiaca crénica (Antman et al.,
2004; Dickstein et al., 2008; Piegas et al., 2009). Por outro lado, grandes estudos
clinicos tém evidenciado nos ultimos anos os beneficios do uso de B-bloqueadores
no tratamento de pacientes com insuficiéncia cardiaca apés o infarto. Diante disto,
as atuais diretrizes brasileiras para o tratamento da insuficiéncia cardiaca crénica ja
recomendam os B-bloqueadores como terapia de primeira escolha para a
insuficiéncia cardiaca recém diagnosticada (Bocchi et al., 2009). Porém, apesar dos
beneficios esperados pelo tratamento com essa classe farmacoldgica, como o
bloqueio da atividade simpatica excessiva e da redugdo do consumo energético
miocardico, alguns desfechos observados ndo sdo explicados somente por esses
efeitos. Varios estudos experimentais em modelos de insuficiéncia cardiaca mostram
efeitos antioxidantes, antiapoptéticos, vasodilatadores e antiproliferativos (Keating &
Jarvis, 2003).

Dentro do modelo neurohumoral da insuficiéncia cardiaca apés o infarto, a ativacao
simpatica precede a ativagdo do sistema renina-angiotensina (Francis et al., 1990),
fato que justificaria o uso de B-bloqueadores precocemente. Por outro lado, alguns
estudos mostram que o tratamento com inibidores da ECA apds o infarto reduz os
niveis circulantes de catecolaminas e reduz a atividade simpatica em longo prazo,
mostrando que a inibi¢do do sistema renina-angiotensina pode reduzir a ativagao do
sistema nervoso simpatico, mesmo que a longo prazo justificando o seu uso como

primeira escolha. Porém, alguns relatos de pequenos estudos clinicos tem sugerido
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que os B-bloqueadores também podem interferir com a ativagdo do sistema renina-
angiotensina. Por exemplo, Holmer et al. (1998) mostrou que pacientes
apresentando aumento dos niveis plasmaticos de renina e angiotensina | apds
receber um inibidor da ECA, a adicdo de um B-bloqueador reduziu os niveis
plasmaticos desses fatores. Resultados semelhantes foram observados por Teisman
et al. (2000) em pacientes com insuficiéncia cardiaca severa (classe funcional Ill e
IV). Foi observada redugdo dos niveis plasmaticos de renina, aldosterona e
endotelina nos pacientes que receberam um B-bloqueador. Esse efeito sobre a
reducao de renina plasmatica foi evidenciado também por Holmer et al. (2001) em
pacientes com insuficiéncia cardiaca apos a adigcdo de um [B-bloqueador a terapia
padrao. Importante ressaltar que este efeito dos B-bloqueadores sobre a reducéo da
renina plasmatica foi evidenciado apenas quatro semanas apds a introdugao do
farmaco ao paciente, mostrando ser um efeito rapido (Fung et al., 2003), e podendo
pelo menos em parte, justificar os efeitos benéficos associados ao tratamento com

B-blogueadores, além dos esperados pelo bloqueio adrenérgico.

Apesar destes estudos, a maioria deles feito dentro de um contexto clinico, os
efeitos do tratamento com [-bloqueador sobre a ativagdo do sistema renina-
angiotensina locais, particularmente no coragéo, ainda nao foram avaliados. Tendo
em vista que a ativagédo adrenérgica ativa o sistema renina-angiotensina circulante e
alguns sistemas locais (no coragao, por exemplo), nossa hipotese € que o carvedilol
administrado apds o infarto reduziria a ativagdo do sistema renina-angiotensina
cardiaco, contribuindo para os efeitos benéficos no coragdo, incluindo uma
atenuagdo do remodelamento ventricular e prevenindo o desenvolvimento de

insuficiéncia cardiaca em ratos.



42

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos agudos e cronicos do tratamento com carvedilol sobre os
parametros moleculares, estruturais e funcionais apds o infarto do miocardio em

ratos.

2.2. Objetivos Especificos

Estudar em ratos infartados, os efeitos do carvedilol sobre:

i. Os parametros hemodinamicos;

ii. A dilatagc&o ventricular;
iii. A ativagao do sistema renina-angiotensina plasmatico e tecidual;
iv. A hipertrofia e fibrose no miocardio remanescente;

v. A sobrevida.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais de Experimentagao

Foram utilizados ratos Wistar, com idade entre 8 e 9 semanas, com peso inicial entre
240-260 gramas. Os animais foram obtidos no biotério do Centro de Ciéncias da
Saude e acomodados em gaiolas apropriadas para animais de pequeno porte, com
no maximo 5 animais por gaiola, tendo livre acesso a agua e ragdo padrao para
roedores. Os animais ficaram acomodados em uma sala com temperatura entre 20 e

23 °C durante todo o periodo de acompanhamento.

3.2. Inducao do Infarto do Miocardio

O infarto do miocardio foi obtido pela oclusdao permanente da artéria coronaria
descendente anterior esquerda, seguindo a técnica padrdo amplamente descrita na
literatura (Johns & Olson, 1954; Pfeffer et al., 1979; Mill et al., 1990; Baldo et al.,
2008).

De forma sucinta, o animal era pesado e anestesiado com uma mistura contendo
quetamina (50 mg/kg, AGENER, BRASIL) e xilazina (10 mg/kg, BAYER, BRASIL)
injetado por via intraperitoneal. Alcangado o plano anestésico desejavel, o animal
teve seus membros fixados a uma mesa cirurgica, em posigdo supina. Com uma
pequena depilacdo no lado esquerdo do térax e adequada assepsia do local, foi
realizada uma incisdo na pele do animal para exposi¢ao e disseccao dos musculos
intercostais. Uma sutura em forma de bolsa foi preparada previamente para garantir

o rapido fechamento da incisao cirurgica ap6s a ligadura coronariana.

Apos estes procedimentos iniciais, uma incisao lateral no nivel do quarto espago

intercostal foi realizada para exposigao do coragao. Com fio de nylon monofilamento
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6.0, a artéria coronaria descendente anterior esquerda foi permanentemente ocluida,
0 coragao reposicionado no térax e a sutura fechada. Um grupo de animais foi
submetido ao procedimento de cirurgia ficticia, que consistiu na aplicagéo de todos
os passos descritos anteriormente, exceto a oclusdo da artéria coronaria
descendente anterior esquerda, sendo estes alocados ao grupo controle (SHAM).
Apos o procedimento cirurgico, os ratos foram acomodados em gaiolas com livre

acesso a agua e ragao para recuperagao da anestesia.

3.3. Grupos Experimentais e Esquemas Terapéuticos

A Figura 8 representa os esquemas terapéuticos utilizados neste trabalho.

22 horas ]

Cirurgia Tratamento Avaliacdes

24h

Cirurgia T Avaliagdes Avaliagdes

Inicio do
tratamento

Figura 8. Esquemas terapéuticos utilizados no estudo. A. Avaliagdo dos
efeitos agudos do tratamento com carvedilol. B. Avaliagao a longo prazo do
tratamento com carvedilol apds o infarto.
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No primeiro protocolo, duas horas apds o infarto os animais foram alocados a dois

grupos:

i. IM-PLAC: corresponde ao grupo de animais que recebeu tratamento com
veiculo (metilcelulose, 0,5%) por gavagem (volume entre 0,2 e 0,3 ml);

i. IM-CARV: corresponde ao grupo de animais que recebeu tratamento com
carvedilol, na dose de 20 mg/kg, diluido em solugdo de metilcelulose 0,5% e
administrado por gavagem (volume entre 0,2 e 0,3 ml).

Vinte e quatro horas ap6s a cirurgia, os animais foram sacrificados para avaliagcao da
area do infarto e dos parametros ponderais. Além disto, a mortalidade apds o infarto

foi avaliada.

Em um segundo protocolo experimental, os animais foram divididos em dois grupos

experimentais vinte e quatro horas apés a ligadura coronariana:

i. IM-PLAC: corresponde ao grupo que recebeu diariamente tratamento com

veiculo (metilcelulose, 0,5%) por gavagem (volume entre 0,2 e 0,3 ml);

i. IM-CARV: corresponde ao grupo que recebeu diariamente tratamento com
carvedilol, na dose de 20 mg/kg, diluido em solu¢cao de metilcelulose (0,5%) e

administrado por gavagem (volume entre 0,2 e 0,3 ml).

Os animais submetidos a cirurgia ficticia (grupo SHAM) nao receberam nenhum tipo
de tratamento. Neste segundo protocolo os animais foram avaliados trés ou vinte e

oito dias apos a cirurgia.
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3.4. Avaliagées de Consumo Alimentar

No terceiro dia e no vigésimo oitavo dia apds o infarto, uma sub-amostra de cada
grupo foi selecionada para avaliagbes do consumo de agua e ragao, e do volume
urinario durante vinte e quatro horas. Para isso, os animais foram colocados em
gaiolas metabdlicas individuais (TECNIPLAST, ITALIA) por vinte e quatro horas. Em
anexo (ANEXO 1) estdo apresentados os resultados de um experimento piloto
mostrando a reprodutibilidade das variaveis medidas no primeiro e no segundo dia
na gaiola metabdlica. Tendo como visto a boa reprodutibilidade dos parametros
avaliados, as avaliagdes metabdlicas foram sempre realizadas mantendo os animais

por 24 horas na gaiola metabdlica.

No vigésimo sétimo dia, os animais foram colocados novamente na gaiola
metabdlica por dois dias, sendo a coleta realizada durante o segundo dia. A ragéao foi
pesada em balanga com precisdo de 0,1 gramas. A agua e a urina foram medidas
em proveta com precisdo de 0,5 ml. De posse da quantidade de ragao consumida,
foi calculada a quantidade de sédio ingerida levando em consideragao a informagao
sobre o teor de sddio presente na ragdo (0,28% de sdédio) disponibilizada pelo
fabricante (Ragao Labina®, PURINA).

3.5. Teste de Tolerancia Maxima ao Exercicio Aerobico

O teste de toleradncia maxima ao exercicio foi realizado para avaliagao da resisténcia
aerdbica dos animais 28 dias apds o procedimento cirurgico. Os animais usados
para esse protocolo ndo foram utilizados em nenhuma outra analise para excluir a
influencia de qualquer efeito do exercicio em outros parametros. Portanto, ao final do

protocolo os animais foram sacrificados.

O protocolo de teste realizado foi modificado do trabalho previamente publicado por

Koh et al. (2003), visando melhor adaptacdo do animal ao exercicio. Trés semanas
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apods o procedimento cirurgico, os animais iniciaram o procedimento para adaptacgao
a esteira. Essa adaptacdo consistiu em caminhada em esteira apropriada para
roedores (INSIGHT ET2000, Brasil), em velocidade fixa de 10 metros por minuto,
durante 10 minutos por dia, por um periodo de 5 dias. Apdés este periodo de
adaptacao, os animais foram submetidos ao teste de tolerancia maxima ao exercicio
que consistia em uma velocidade inicial de 10 metros por minuto por 2 minutos,
sendo progressivamente acrescidos 2 metros por minuto a velocidade da esteira a
cada 2 minutos, até a completa exaustdao do animal. A exaustao foi definida no

momento em que o animal n&o conseguia sustentar a corrida.

3.6. Avaliagées Hemodinamicas

Trés ou 28 dias apds o procedimento cirurgico, os animais foram anestesiados com
mistura de quetamina (70 mg/kg, AGENER, BRASIL) e xilazina (10 mg/kg, BAYER,
BRASIL) por via intraperitoneal. Atingindo o ponto cirurgico, os animais foram
fixados em uma mesa cirdargica na posicdo supina para o procedimento de
cateterismo ventricular esquerdo como descrito anteriormente (Mill et al., 2003;
Resende et al., 2006; Resende et al., 2007).

Foi realizada uma depilagcdo na altura do pescogo e uma pequena incisdo foi
realizada na pele. Apds localizacdo e disseccao da artéria carétida direita, um
cateter de polietileno (PE 50) preenchido com salina e heparina foi inserido através
do lumen do vaso até a aorta, sendo posteriormente avangado até o ventriculo
esquerdo. Um transdutor de pressao (TRI 21, Letica Scientific Instruments, Espanha)
conectado a extremidade livre do cateter transformava o estimulo mecénico em
estimulo elétrico. O estimulo era amplificado (Powerlab/4SP ML750, ADInstrument,
Australia) e transmitido a um computador para processamento digital do registro de

pressao.

A frequéncia cardiaca (FC) foi obtida através do numero de pulsos arteriais por

minuto, além da presséao arterial sistdlica (PAS) e diastdlica (PAD). No ventriculo
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esquerdo, foram obtidas as pressodes sistdlica (PSVE) e diastdlica final (PDFVE),
além da derivada maxima de contracdo e relaxamento (dP/dt + e dP/dt -,
respectivamente). A Figura 9 mostra uma curva tipica de pressédo ventricular

esquerda, indicando os pontos de obtencédo de cada paradmetro.

FPSVE

Pt +

dPfdt -

PDFVE

Figura 9. Figura representativa de uma onda de presséao intraventricular,
delimitando os pontos de onde foram obtidas as variaveis.

3.7. Andlise in situ da Dilatagcao do Ventriculo Esquerdo: Relagao Pressao-

Volume

As curvas de relagdo pressao-volume foram obtidas seguindo a técnica descrita
previamente (Fletcher et al., 1981; Pfeffer et al., 1985; Teerlink et al., 1994; Moro et
al., 2007; Gourine et al., 2008; Yamazaki et al., 2010; Baldo et al., 2011). Depois de
realizados os registros hemodindmicos, o coragdo foi parado em diastole com
injecdo de 0,4 ml de cloreto de potassio 3M in bollus pela artéria caroétida.

Rapidamente, uma incisdo foi realizada na artéria aorta e uma cénula de dupla-luz
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(uma céanula PE 50 inserida em outra canula PE 200) inserida por aproximadamente
6 mm dentro do ventriculo esquerdo. A infusdo de volume era realizada através da
PE 200 simultaneamente com o registro da pressao intraventricular feito através da
PE 50. Com uma linha, o sulco atrio-ventricular foi amarrado para evitar a
comunicagao entre as duas camaras. Além disto, uma pequena incisdo na parede
externa do ventriculo direito foi realizada para impedir algum efeito compressivo
sobre o septo interventricular. O coragao foi esvaziado manualmente gerando uma
pressao intraventricular de cerca de -5 mmHg. Solucdo salina (NaCl 0,9%) foi
infundida com o auxilio de uma bomba de infusdo (Bl 2000, INSIGHT
EQUIPAMENTOS, BRASIL), usando uma taxa de infusdo fixa em 0,68 ml por
minuto. A Figura 9 ilustra esquematicamente a preparacdo para a realizagdo da

curva pressao-volume.

Bomba de infusio
~
I 1

Figura 9. Figura representativa da preparagdo para a obtengdo da curva
pressao-volume. Adaptado de Jugdutt et al., (2007).

Duas curvas foram registradas para cada rato dentro de um periodo de no maximo
10 minutos para excluir a influéncia do rigor mortis. As analises foram realizadas

utilizando a média aritmética das mesmas, avaliando o volume infundido para
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valores fixos de pressao (0; 1; 2; 3; 4; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5; 20; 22,5; 25; 27,5;

30 mmHg). Foi adotado o volume 0,05mL para o valor de 0 mmHg.

A analise da curva pressao-volume obtida foi realizada como descrito previamente
(Baldo et al.,, 2011). A curva foi dividida em dois segmentos. Um primeiro,
compreendendo valores de 0 a 5 mmHg, foi ajustada para uma regressao linear (y=a
+ bx, onde b representa o coeficiente angular da reta). Esse primeiro segmento,
caracterizado pelo enchimento passivo da camara ventricular, indica a dilatacdo da
camara ventricular e € obtido atraveés do calculo da inclinacdo da reta de regressao.
Quando a inclinagao da reta de regressao aumenta, menor sera o volume ventricular
para um valor fixo de pressao. Isso indica que quanto maior for a dilatagao, menor

sera o valor referente.

O segundo segmento da curva, obtida com os volumes intraventriculares para
pressdées de 5 a 30 mmHg, foi ajustado para um modelo monoexponencial. Para a
analise desse segmento da curva, foi utilizada uma transformagéo logaritmica na
escala de pressao, transformando a curva pressao-volume entre 5-30 mmHg que
inicialmente se ajustou a uma fungéo exponencial, em uma fungao linear, de onde foi
obtida a constante de rigidez da camara ventricular através do coeficiente angular,
semelhante ao procedimento feito para o primeiro segmento. Isto permite comparar
as respostas do segundo segmento, sem sofrer influéncia de possiveis diferengas
existentes entre 0-5 mmHg.

ApoOs os experimentos, os coragbes utilizados na analise descrita acima foram
pesados e armazenados em uma solugdo tamponada de formol (10%, pH 7,4) para
analises histoloégicas. Além disto, o pulméo e o rim foram pesados. Para calcular o
percentual de agua no pulmao, estes foram colocados em estufa a 96 °C por 48

horas.
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3.8. Analises Histolégicas

Apos os experimentos descritos na secao anterior, os coragdes fixados em formol
foram divididos em trés fatias transversais. As fatias passaram por processo de
desidratacdo em banho de alcool, diafanizagdo em banhos de xilol e inclusdo em
bloco com banhos de parafina. Foram feitos cortes transversais de cada fatia com
espessura de 6 um e montados em laminas de vidro, sendo coradas com picrosirius
(Picrosirius Red, F3BA, FLUKA, EUA) ou hematoxilina e eosina (Vetec, Brasil) para
as analises especificas descritas a seguir.

3.8.1.  Analise do colageno

A area ocupada por colageno foi avaliada na regiao do septo interventricular. As
imagens foram feitas por uma camera fotografica (Sony, Japao) acoplada a um
microscopio o6tico (BEL Engneering, Top Light B2, Italia) sob aumento de 400 vezes.
As imagens foram obtidas em cortes histolégicos (6 a 8) de cada fatia do coragéo.

Seis areas de cada corte foram fotografadas.

Utilizando o software especifico (Image J, v. 1.43u, National Institute of Health, EUA)
adequadamente calibrado, foi quantificado o valor percentual da area ocupada pelo
colageno em cada imagem (Sugano et al., 2005). Como o colageno foi corado em
vermelho, utilizou-se uma escala de cor para retirar as demais tonalidades, obtendo-
se assim o percentual de area ocupada por colageno (Figura 10). O valor final para

cada animal foi a média de todas as imagens obtidas.
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Figura 10. Avaliagdo da area ocupada por colageno realizada com
0 programa ImageJ.

3.8.2.  Analise da Hipertrofia

A avaliagcao da hipertrofia cardiaca foi realizada de acordo com a técnica descrita

previamente (Lee et al., 2007; Tan et al., 2010; Ocaranza et al., 2010).

Para excluir diferengas no tamanho dos cardiomiocitos nas diferentes areas do
miocardio, as laminas coradas com hematoxilina e eosina obtidas da parte média do
ventriculo esquerdo foram utilizadas para a analise da area de secgao transversa do
miocito. As imagens foram capturadas com camera fotografica (Sony; Japéo)
acoplada a um microscépio 6tico (BEL Engneering, Top Light B2, Itdlia) sob aumento
de 400 vezes. A area de seccgao transversal do midcito foi medida contornando
cuidadosamente o midcito que estivesse posicionado perpendicularmente ao plano
da secgao, com nucleo visivel e com a membrana integra (Figura 11). Um total de 40
a 50 células foram avaliadas na area remanescente ao infarto (septo interventricular
no grupo SHAM), excluindo a zona de borda. As medidas foram feitas utilizando o

programa de imagens Imaged (v. 1.43u, National Institute of Health, EUA).
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Figura 11. Avaliagdo da area da secc¢ao tranversal do miécito com o programa
ImagelJ.

3.9. Analise da Area e Extensio do Infarto

Para as analises da extensdao do infarto, foram utilizadas diferentes técnicas de

acordo com o protocolo avaliado.

3.9.1. Técnica do Trifeniltetrazélio

Para a avaliacdo da area do infarto 24 horas e 3 dias apés o infarto, foi utilizada a
técnica de coloragéo vital com o trifeniltetrazolio (Vivaldi et al., 1985). O coragéo foi
retirado do animal e os atrios removidos. Os ventriculos foram lavados em solucéo
nutridora e congelados. Ainda congelado, o ventriculo foi dividido em quatro cortes
transversais. Os cortes foram incubados por sete minutos em uma solugdo de
cloreto de ftrifeniltetrazdlio a 1% (pH 7,4) em banho-maria a 37° C. Apds este
procedimento, imagens dos cortes foram obtidas em Scanner (Scanjet 2400,
Hewlett-Packard Inc., EUA) e posteriormente analisadas com o auxilio do programa
ImagedJ (v. 1.43u, National Institute of Health, EUA). Os resultados foram
apresentados como o percentual da area do ventriculo esquerdo ocupado pelo

infarto.
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3.9.2. Técnica Histologica

Utilizando os cortes transversais feitos do ventriculo esquerdo corados com
Picrosirius, a medida da extensdo do infarto foi realizada por perimetria digital,

semelhante a descrigbes prévias (Sartério et al., 2007; Fracarollo et al., 2008).

O perimetro epicardico do ventriculo esquerdo era manualmente delimitado com o
auxilio do programa de analise de imagens ImageJ (v. 1.43u, National Institute of
Health, EUA). Posteriormente, o perimetro epicardico correspondente a area
infartada (delimitada pela coloragdo com Picrosirius) era delimitada. Todo
procedimento era realizado também para o endocardio. A extensdo do infarto foi
apresentada como o valor percentual médio do perimetro infartado do ventriculo

esquerdo.

3.10. Coleta e Processamento de Tecidos para Biologia Molecular

Para a coleta de tecido para biologia molecular, uma amostra de cada grupo (n=7)
foi sacrificada por sobredosagem de anestésico (tiopental) aos 3 e 28 dias apos a
producao do infarto ou cirurgia ficticia. O sangue foi coletado por pungao cardiaca
direta em tubo contendo EDTA. O coragéao foi rapidamente removido e o ventriculo
esquerdo era separado e armazenado em tubos criorresistentes. As amostras foram
coletadas com inibidores de proteases (Protease Inhibitor Cocktail, SIGMA, P-2714,
EUA), exceto para as amostras referentes a atividade da ECA. Depois da coleta, os
orgaos foram colocados em tubos com identificagdo apropriada e armazenados a -
80°C.

A extragao protéica foi feita apés homogeneizagéo das amostras, em temperatura de
4°C, com solugao tampéao (Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,9 M, pH 7,4). O homogenato foi
centrifugado (Eppendorf-Neitheir-Hinz, Gmb 22331, Alemanha) a 11000 rpm durante

20 minutos, a 4°C, para recolher o sobrenadante. Em seguida, foi realizada a
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quantificagdo protéica pelo método descrito por Bradford (1976) em

espectrofotdmetro (Fotdmetro Bioquimica, Bio 2000, Brasil).

3.11. Avaliagao da Expressao Protéica (Western Blot)

As aliquotas do homogenato (correspondente a 80 pg de proteina) foram
adicionados 15 pul da solugdo de Laemmli (Uréia 0,5 mM; SDS 0,17 mM; DTT 39 uM,;
Tris-HCI 0,01 M pH 8,0 e Azul de bromofenol 0,5 %). Depois de realizar a
centrifugacao (6000 rpm, por 2 minutos), as aliquotas foram mantidas a temperatura

de 95°C durante 4 minutos.

As amostras foram aplicadas em gel SDS-poliacrilamida 7,5% (acrilamida 40%, Tris
HCI 1,5M pH 8,8, SDS 10%, persulfato amonico APS 10%), previamente imersos em
cuba contendo tampao (Tris-HCI 25mM, Glicina 190 mM, SDS 0,1 %), e submetidas
a eletroforese por 3 horas a 80 V (PowerPac™ HC, BioRad, Singapura), em banho
de gelo. Apos a separagao das proteinas no gel, estas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Amersham, GE Healthcare, UK) banhada por solugéo
tampéo de transferéncia (Tris-HCI 25 mM, Glicina 190 mM, Metanol 20% e SDS 0,1
%) a temperatura ambiente durante 1 hora a 25 V (Trans-Blot SD Cell, Bio-Rad,
U.S.A.).

Apo6s a transferéncia das proteinas, as membranas foram bloqueadas por 2 horas, a
temperatura ambiente, com solugdo de bloqueio (leite desnatado 5%, Tris-HCI 10
mM, NaCl 100 mM, tween 20 a 0,1 %, pH 7,5) sob constante agitagdo mecéanica. Em
seguida, sob agitagao constante, as membranas foram incubadas com os anticorpos
primarios para AT (anticorpo monoclonal de coelho anti-AT+, na diluicdo de 1:500,
SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY INC) ou para AT, (anticorpo monoclonal de
coelho anti-AT,, na diluicdo de 1:500, SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY INC),
diluidos em solugéo de albumina a 5% com tampao TBS-T (Tris-HCI 10 mM, NaCl
100 mM, Tween 20 0,1 %, pH 7,5).
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As membranas foram incubadas durante 12 horas a 4°C sob agitagdo mecanica. Em
seguida, as membranas foram submetidas a seis incubagdes com TBS-T, cada uma
com duragdo de 5 minutos. Posteriormente, as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario (lgG anti-coelho na diluicgdo de 1:5000, Santa Cruz
Biotechnology INC.) durante 60 minutos.

As membranas foram novamente lavadas por 30 minutos com troca da solugao de
TBS-T a cada 5 minutos, e por mais 30 minutos com troca da solugao TBS-T sem a
presenca do tween-20 a cada 10 minutos. A detecgao das bandas foi realizada
através da utilizagdo de substancia quimioluminescente (ECL Plus, Amersham™,
GE Healthcare, UK), em contato com filme fotossensivel (Hyperfilm, Amersham™,
UK). A quantificacdo das bandas foi realizada com o programa ImageJ (v. 1.43u,
National Institute of Health, EUA), apds digitalizagcdo dos filmes com auxilio do
Scanner (Scanjet 2400, Hewlett-Packard Inc., EUA).

Para corrigir a expressdo dos receptores AT, e ATy, foi utilizada a expressédo do
GAPDH (anticorpo monoclonal de rato anti-GAPDH, na diluicdo de 1:5000, Abcam
Cambridge MA, USA). As membranas foram submetidas a duas incubagdes com
solugao tampao de “stripping” (GLICINA 200 mM, SDS 0,1% e TWEEN 1%, pH 2,2),
cada uma com duragao de 10 minutos. Em seguida, outras duas incubagdes foram
realizadas na presenca de PBS (Na,HPO4 150 mM, Na;HPO4 18 mM, NaCl 100mM,
pH 7,4), sendo este processo finalizado com mais duas lavagens na presenca da
solugéao de TBS-T.

Apo6s efetuar o stripping, as membranas foram bloqueadas por 2 horas e depois
incubadas com o anticorpo contra o0 GAPDH (na diluicdo de 1:5000), sob constante
agitacdo mecanica. Os etapas seguintes sdo similares ao descrito anteriormente,
exceto pelo anticorpo secundario utilizado (IgG anti-mouse, na diluigdo de 1:5000,

Stresssgen).
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3.12. Avaliacao da Atividade Plasmatica e Tecidual da Enzima Conversora de

Angiotensina

A dosagem da atividade plasmatica e tecidual da ECA foi realizada em acordo com
trabalhos previamente publicados (Santos et al., 1985). As amostras de soro (3 uL) e
de ventriculo esquerdo (80 ug de proteina), em triplicata, foram incubadas por 15
minutos a uma temperatura de 37 °C com 40 uL de solugdo tampéao contendo
substrato para ECA, Hip-His-Leu 5 mM (Hipuril-Histidil-Leucina, Sigma Aldrich),
dissolvidos em solugédo tampao de borato de sédio 0,4 M e NaCl 0,9 M, pH 8,3. Apds
o periodo de incubacgao, a reagao foi interrompida pela adi¢ao de 190 yL de NaOH
0,34 M. O produto gerado, His-Leu, foi mensurado fluorimetricamente (Synergy 2,
Biotek, U.S.A.) precedido por uma incubagédo por dez minutos com 17 pL de o-
phataldialdehyde (OPA-Sigma Aldrich) 2% dissolvidos em metanol (Sigma Aldrich).
As medidas de fluorescéncia foram realizadas a 37°C em placa 6tica contendo com
96 pocos (Black polystyrene, Corning, U.S.A.), tendo filtros de excitacdo a 365 nm e
de emissao a 495 nm. A placa utilizada para leitura fluorescente foi controlada pelo
software Gen5. Uma curva de calibracdo (3,9 a 125 nM/50 pL) com substrato
formado da ECA (His-Leu), foi incluida em cada placa. Os resultados foram
expressos como nMol/ml/min para a atividade plasmatica e nMol/mg proteina/min

para a atividade tecidual.
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3.13. Analise Estatistica

Todos os dados descritos no texto, figuras e tabelas foram apresentados como a
meédia + erro padrdao da média (EPM). Para verificar a adequacao dos dados a
distribuicdo Gaussiana, foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. O coeficiente
de variacdo foi usado para representar a variabilidade da area do infarto.
Comparagdes entre duas médias independentes foram realizadas usando o teste ¢
de Student para amostras independentes. Comparagbes entre trés médias
independentes foram feitas utilizando a analise de variancia (ANOVA) de um fator.
Quando um segundo fator foi introduzido as analises, a ANOVA de dois fatores foi
utilizada. Quando a ANOVA foi significativa, foi realizado o teste de Tukey para
comparagdes multiplas. O teste exato de Fischer foi utilizado para comparar
proporgdes. A curva de mortalidade foi construida seguindo o modelo de Kaplan-
Meier, e as diferengas entre as curvas foram analisadas através do teste log rank.
Analise de correlacdo de Pearson foi utilizada para avaliar associacdo entre duas

variaveis. As diferengas foram consideradas significativas quando P < 0,05.

As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software SPSS (v. 13, SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA), e a construgédo das figuras foi realizada com o auxilio do

software OriginPro (v. 7.5, OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA.
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4. RESULTADOS

Para melhor apresentagao dos resultados e facilitar o entendimento dos mesmos, os
resultados serdo separados em relacdo ao tempo em que as analises foram

realizadas (ver Materiais e Métodos).

4.1. Efeitos Agudos do Carvedilol

4 1.1. Caracteristicas Ponderais

Um total de 58 animais foram utilizados para este primeiro protocolo. Dezesseis
animais foram alocados ao grupo SHAM, 23 ao grupo IM-PLAC, e 19 ao grupo IM-
CARV.

O peso corporal no inicio do protocolo foi semelhante entre os trés grupos
analisados (SHAM: 249 + 4, IM-PLAC: 250 + 4, IM-CARV: 248 + 4 g; P > 0,05).
Porém, vinte e quatro horas apds a cirurgia, foi observada perda significativa do
peso corporal nos animais submetidos ao infarto quando comparados ao grupo
SHAM, nado havendo diferenga estatisticamente significanteentre os dois grupos
infartados (SHAM: 246 + 4, IM-PLAC: 236 + 4, IM-CARV: 238 + 4 g; P < 0,05).

O peso dos ventriculos foi significativamente maior nos grupos infartados em relagao
ao grupo SHAM, nao sendo detectada diferenca associada ao tratamento com

carvedilol. As variaveis ponderais estdo apresentados na Tabela 2.



Tabela 2. Parametros morfométricos avaliados vinte e quatro horas apds a cirurgia

SHAM IM-PLAC IM-CARV

(n=8) (n=9) (n=9)
PC (9) 246 t 4 236+ 4 238+ 4
Ventriculos (mg) 0,717 £ 0,01 0,775 £ 0,01* 0,769 £ 0,01*
Ventriculos/PC (mg/g) 2,75+ 0,06 3,20 £ 0,05* 3,10 £ 0,06*
Pulmao (g) 1,346 + 0,03 1,556 + 0,06* 1,502 + 0,05
Pulmao/PC (mg/g) 5,17 £ 0,15 6,46 + 0,35* 6,05 + 0,23*
% Agua no Pulmio 80,17 £ 0,25 80,53 + 0,35 80,80 + 0,25
Figado (g) 11,10 £ 0,41 9,63 + 0,30* 9,93 + 0,29*
Figado/PC (mg/g) 42,53 £ 1,37 39,59 + 0,92 39,95+ 1,16
% Agua no Figado 70,45 £ 0,25 70,33 £ 0,25 71,21 £ 0,33
Rim (g) 0,993 + 0,01 0,905 + 0,02 0,944 + 0,02
Rim/PC (mg/g) 3,814 £ 0,07 3,722 £ 0,05 3,805 + 0,11

PC, peso corporal. * P < 0,05 vs SHAM
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4.1.2. Avaliacdo da Area do Infarto

Vinte e quatro horas apés a indugao do infarto, a coloragdo com o TTC permite
avaliar a area afetada pela isquemia. A parte superior da Figura 12 ilustra cortes
representativos do coragao infartado corados com TTC. Como observado na Figura
12, ndo houve diferenga significativa na area ocupada pelo infarto entre os dois
grupos avaliados (IM-PLAC: 52,4 + 2,1 e IM-CARV: 54,9 £ 2,9 %; P > 0,05).
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Figura 12. Box-plot mostrando a area do infarto vinte e quatro horas apés a
ligadura coronariana. A esquerda, os animais estdo representados
individualmente para melhor visualizagcdo da dispersdo dos dados. O box
representa o desvio padrdo, a linha horizontal representa a mediana, o
quadrado menor no interior do box representa a média, as delimitacées superior
e inferior representam o percentil 5 e 95 %.



62

4.1.3. Avaliacdo da Mortalidade

De acordo com a Figura 13, a mortalidade ao final das primeiras vinte e quatro horas
nao foi estatisticamente diferente entre os dois grupos infartados apesar apresentar
grande tendéncia a redugao no grupo tratado com carvedilol (IM-PLAC: 26,1% e IM-
CARV: 5,3%; P > 0,05). Neste protocolo, a mortalidade foi avaliada no periodo
compreendido entre duas até vinte e quatro horas apés a cirurgia. Nenhum animal

do grupo SHAM morreu durante o decorrer do protocolo.

P=0,105
30-

Mortalidade (%)

IM-PLAC IM-CARV

Figura 13. Avaliagcdo da mortalidade dentro das primeiras vinte e quatro horas
apos o infarto. Os valores no interior das colunas indicam o nimero de animais
mortos/o ndmero total de animais utilizados. O teste exato de Fischer foi usado
para comparar as proporgoes.
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4.2. Efeitos Sub-agudos e Crénicos do Carvedilol

4.2.1. Efeitos Sub-agudos do Carvedilol (3 dias)

4.21.1. Caracteristicas Gerais e Parametros e Ponderais

A Figura 14 mostra a evolugéo temporal do peso corporal dos animais apos o infarto
ou apos a cirurgia ficticia. Como podemos observar, trés dias apos a cirurgia, 0s
grupos infartados apresentam menor peso corporal comparados ao grupo SHAM
(SHAM: 259 + 2; IM-PLAC: 232 + 3; IM-CARV: 238 * 2; P< 0,05). Essa diferencga se
manteve significativa durante todo o periodo de acompanhamento (28 dias), nao

sendo detectada diferenga ao longo do tempo entre os animais infartados.

360:
340:
320:
300:
280:
260:
240:

Peso Corporal (g)

220-' * —=— SHAM
; —e— IM-PLAC
20052 —4— IM-CARV

Basal 3dias 7dias 14dias 21dias 28 dias
Tempo apés a cirurgia

Figura 14. Avaliacdo temporal do peso corporal apdés o infarto ou
cirurgia ficticia. Valores foram comparados por ANOVA de duas vias,
seguida pelo pos hoc de Tukey. * P < 0,05 vs SHAM no mesmo
tempo.
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Os dados referentes a ingestao alimentar 3 dias apds a cirurgia estdo apresentados
na Figura 3 A ingestdo de agua e racéo foi monitorada por 24 horas. O consumo de
agua pelos animais infartados apresentou tendéncia a redugéao (P=0,2), mas sem
alcancar diferengca estatisticamente significante. J& o consumo de ragdo foi
significativamente menor nos animais infartados, sem diferenga associada ao

tratamento com carvedilol.

Tabela 3. Ingestdo de agua e ragéo e produgao de urina trés dias apos infarto ou
cirurgia ficticia (SHAM)

SHAM IM-PLAC IM-CARV

(n=9) (n=13) (n=11)
Agua (ml) 353+25 28,3+3 29,4 +3,2
Ragao (g) 17,8 +0,6 12,3+ 1,2* 13,6 + 1,6*
Sédio ingerido (mg) 49,8 +1,6 34,5 + 3,4* 38,2 + 4,5*
Vol. Urinario (ml) 12,8+ 1,3 14,5 + 2,1 12,7 +1,7
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Os parametros ponderais dos animais 3 dias apds a cirurgia estao apresentados na
Tabela 4. Foi observada redugédo significativa na massa ventricular esquerda nos
grupos infartados quando comparados ao grupo SHAM, porém ndo foram
observadas alteragbes significativas associadas ao tratamento com carvedilol. A
relagéo do peso do ventriculo esquerdo corrigido pelo peso corporal ndo foi diferente
entre os grupos avaliados.

Tabela 4. Parametros ponderais avaliados trés dias apos a cirurgia

SHAM IM-PLAC IM-CARV

(n=10) (n=11) (n=11)
VE (g) 0,593 + 0,02 0,514 + 0,02* 0,509 + 0,03*
VE/PC (mg/g) 2,104 £ 0,03 2,156 + 0,08 2,166 + 0,08
VD (g) 0,197 + 0,01 0,208 + 0,01 0,193 + 0,01
VD/PC (mg/qg) 0,701 £ 0,03 0,882 + 0,07* 0,829 + 0,06
Pulmao (g) 1,348 £ 0,03 1,399 £+ 0,14 1,397 £ 0,07
Pulméao/PC (mg/g) 4,696 + 0,13 5,921 + 0,64* 5,778 + 0,38*
% Agua no Pulmio 81,04 £ 0,17 81,03 £ 0,20 80,88+ 0,18
Figado (g) 12,997+0,28 9,950 + 0,41* 11,276 + 0,51
Figado/PC (mg/g) 44,29+0,72 41,14 + 0,49* 44,37 +1,19%
% Agua no Figado 71,27 £ 0,13 71,67 £0,19 72,10 £ 0,31
Rim (g) 1,017 £ 0,039 0,983+0,030 0,992 + 0,033
Rim/PC (mg/g) 3,614 £ 0,079 3,540+ 0,147 3,616 +£0,192

VE, ventriculo esquerdo; VD, ventriculo direito; PC, peso corporal. * P < 0,05 vs
SHAM
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4.2.1.2. Parametros Hemodinamicos

Na Tabela 5 estdo apresentadas as variaveis hemodinamicas obtidas através do
cateterismo arterial e ventricular trés dias apds o procedimento cirurgico. A PDFVE
foi significativamente maior no grupo IM-PLAC comparado ao grupo SHAM,
parametro que foi parcialmente reduzido nos animais tratados com carvedilol. Tanto
a dP/dt+ quanto a dP/dt- foram significativamente reduzidas apos o infarto, porém,

sem alteragdes significantes causadas pelo tratamento com carvedilol.

Tabela 5. Parametros hemodin&micos avaliados trés dias apos a cirurgia

SHAM IM-PLAC IM-CARV

(n=10) (n=10) (n=11)
FC (bpm) 258+ 9 284 + 7* 267 £+ 10
PAS (mmHg) 116+ 3 99 + 2¢ 105 + 4*
PAD (mmHg) 84 +2 76 + 2% 79+3
PSVE (mmHg) 12312 104 + 3* 112 + 4*
PDFVE (mmHg) 3,8+0,8 16,1 +1,3* 11,6 £ 1,6%#
dP/dt + (mmHg/seg) 6380 + 126 4363 + 170* 5027 + 252*
dP/dt — (mmHg/seg) -4927 + 86 -3305 + 112* -3540 + 174~

FC, frequéncia cardiaca; PAS, pressao arterial sistdlica; PAD, pressao arterial
diastélica; PSVE, pressao sistélica do ventriculo esquerdo; PDFVE, pressao
diastélica final do ventriculo esquerdo; dP/dt, derivada maxima de pressdo. * P <
0,05 vs SHAM, # P < 0,05 vs IM-PLAC
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4.2.1.3. Atividade da ECA

A atividade da ECA no plasma foi similar nos trés grupos avaliados (SHAM: 220,8 +
15,3; IM-PLAC: 215,6 + 14,2; IM-CARV: 213,3 £ 12,4 nmol/mL/min; P > 0,05). A
Figura 15 apresenta o resultado do ensaio para avaliagdo da atividade da ECA no

plasma.
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Figura 15. Avaliagéo da atividade da ECA plasmatica trés dias apos o
infarto. Valores foram comparados por ANOVA de uma via.
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No terceiro dia ap6s o infarto, a atividade da ECA no ventriculo esquerdo foi
significativamente maior no grupo IM-PLAC. Porém, os animais tratados com
carvedilol diferiram significativamente dos animais IM-PLAC, apresentando niveis
similares aos observados no grupo SHAM (SHAM: 43,5 £ 2,6; IM-PLAC: 60 + 5,6;
IM-CARV: 45,1 £ 3,6 nmol/mg/min; P < 0,05) (Figura 16).

Ventriculo Esquerdo

70+ *

Atividade da ECA
(nmol/mg/min)

SHAM IM-PLAC IM-CARV

Figura 16. Avaliagdo da atividade da ECA no ventriculo esquerdo trés
dias apos o infarto. Valores foram comparados por ANOVA de uma
via, seguida pelo pos hoc de Tukey. * P < 0,05 vs SHAM; # P < 0,05
vs IM-PLAC.
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4.2.1.4. Expressao Protéica dos Receptores AT e AT,

A expressao protéica do receptor AT no ventriculo esquerdo de ratos aumentada
trés dias apds o infarto no grupo IM-PLAC comparado ao grupo SHAM e o
tratamento com carvedilol impediu esse aumento (SHAM: 0,287 + 0,03; IM-PLAC:
0,431 £ 0,05; IM-CARV: 0,312 £ 0,03 unidades arbitrarias; P < 0,05), sendo similar
ao grupo SHAM (Figura 17).

Receptor AT, - ’ -

I e —

AT,/GAPDH

SHAM IM-PLAC IM-CARV

Figura 17. Expressdo protéica do receptor AT, (43 kDa) para
angiotensina Il trés dias apds o infarto. Valores foram comparados por
ANOVA de uma via, seguidos pelo pos hoc de Tukey. * P < 0,05 vs
SHAM; # P < 0,05 vs IM-PLAC.
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A expressao protéica do receptor AT, também foi aumentada apés o infarto, porém
sem diferenga significativa associada ao tratamento entre os grupos infartados
(SHAM: 0,138 + 0,02; IM-PLAC: 0,229 + 0,02; IM-CARV: 0,263 + 0,03 unidades
arbitrarias; P < 0,05) (Figura 18).
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Figura 18. Expressdo protéica do receptor AT, (44 kDa) para
angiotensina Il trés dias apds o infarto. Valores foram comparados por
ANOVA de uma via, seguida pelo pos hoc de Tukey. * P < 0,05 vs
SHAM
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4.2.1.5. Avaliagdo da Area do Infarto

A Figura 19 mostra a dispersao dos valores da area do infarto avaliada pela
coloragao com TTC. A area do infarto nao diferiu significativamente entre os grupos
infartados, trés dias apos a cirurgia (IM-PLAC: 36,3 + 1 vs. IM-CARV: 36,1 £ 1%; P >
0,05).
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Figura 19. Box-plot mostrando a area do infarto trés dias apés o infarto. A
esquerda, os animais estdo representados individualmente para melhor
vizualizacao da dispersdo das medidas. O box representa o desvio padrao, a
linha horizontal representa a mediana, o quadrado menor no interior do box
representa a média, as delimitagbes superior e inferior representam o percentil
5e 95 %.
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4.2.2. Efeitos Cronicos do Carvedilol

4.2.2.1. Parametros Alimentares e Ponderais

O consumo de agua foi significativamente menor nos animais tratados com
carvedilol comparados aos animais do grupo SHAM. Os animais do grupo IM-PLAC
apresentaram tendéncia a reducédo (P = 0,08), porém n&o havendo diferenga
significativa. Semelhante ao observado 3 dias apds o infarto, o consumo de racéo 28
dias apds o infarto foi menor nos animais infartados, ndo sendo diferente entre os

grupos infartados.

Tabela 6. Parametros urinarios e ingestao de agua e ragao vinte e oito dias apds o

infarto
SHAM IM-PLAC IM-CARV
(n=9) (n=9) (n=9)
Agua (ml) 36+24 31,72 25,2 + 3,1*
Racgao (g) 22,1+0,7 17,6 £ 1,2* 16,4 + 1*
Sédio ingerido (mg) 61,9%2 49,5 + 3,5* 46 + 2,7*

Vol. Urinario (ml) 14,5+ 1,1 15,6 £1,2 14,9 +1,1
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A Tabela 7 apresenta os parametros ponderais obtidos 28 dias apds a cirurgia.
Pode-se observar aumento significativo no peso do pulmao nos animais infartados,

nao havendo diferenca associada ao tratamento.

Tabela 7. Parametros ponderais avaliados vinte e oito dias apds a cirurgia

SHAM IM-PLAC IM-CARV

(n=9) (n=10) (n=12)
VE (mg) 0,723 + 0,024 0,643 + 0,019 0,658 + 0,023
VE/PC (mg/g) 2,04 + 0,05 2,13+ 0,07 2,11+ 0,06
VD (mg) 0,226 + 0,01 0,284 + 0,03* 0,236 + 0,01#
VD/PC (mg/g) 0,585 + 0,02 0,826 + 0,07* 0,680 + 0,03*#
Pulmao (mg) 1,78 £ 0,08 2,75 +0,21* 2,46 £ 0,14
Pulmao/PC (mg/g) 4,61+0,22 7,66 + 0,64* 6,87 £ 0,48*
% Agua no Pulmio 80,21 £ 0,38 81,39 + 0,42* 81,30 + 0,37*
Figado (g) 14,40 £ 0,57 12,94 + 0,81 12,29 £ 0,56
Figado/PC (mg/g) 37,03+0,86 38,23+ 0,90 35,36 + 1
% Agua no Figado 70,3 £ 0,11 70,7 £0,22 71,0£ 0,30
Rim (mg) 1,34 £ 0,05 1,18 £ 0,03* 1,21 £ 0,04*
Rim/PC (mg/g) 3,46 £ 0,08 3,26 £ 0,05 3,32+ 0,09

* P< 0,05 vs SHAM, # P<0,05 vs IM-PLAC
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4.2.2.2. Teste de Resisténcia Aerébica Maxima ao Esforgo Fisico

Apos o periodo de adaptacdo a esteira, o teste de tolerancia ao exercicio foi
realizado vinte e oito dias apds o procedimento cirurgico. Pode ser observado na
Figura 20 redugcdo expressiva na tolerancia ao exercicio causada pelo infarto.
Porém, o tratamento com carvedilol mostrou melhora parcial da tolerancia ao
exercicio (SHAM: 23,3 + 1,8, IM-PLAC: 11,9 £ 1,2, IM-CARV: 17,3 £ 1,1 minutos; P <
0,05).

Tempo até a exaustao (min)

SHAM IM-PLAC IM-CARV

Figura 20. Teste de tolerdncia maxima ao exercicio aerdbico em esteira
realizado vinte e oito dias apds a cirurgia. Valores foram comparados por ANOVA
de uma via, seguido do pos hoc de Tukey. Resultados expressos pela média +
EPM. * P < 0,05 vs SHAM; # P < 0,05 vs IM-PLAC
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4.2.2.3. Medidas Hemodinadmicas

Na Tabela 8 estdo apresentadas as variaveis hemodinamicas avaliadas vinte e oito
dias apos o infarto ou a cirurgia ficticia. A FC foi significativamente maior nos
animais do grupo IM-PLAC, sendo que o tratamento com carvedilol atenuou esse

aumento.

A pressao sistdlica do ventriculo esquerdo, dP/dt+ e dP/dt- foram significativamente
reduzidas nos dois grupos infartados, nédo havendo diferenga significativa associada
ao tratamento com carvedilol. Além disso, a PDFVE foi maior nos grupos infartados
em relacdo ao grupo SHAM, sendo que o carvedilol reduziu parcialmente esse

parametro.

Tabela 8. Parametros hemodinamicos avaliados 28 dias apds a cirurgia

SHAM IM-PLAC IM-CARV

(n=9) (n=9) (n=12)
FC (bpm) 243+ 4 276 £ 8 256 + 7#
PAS (mmHg) 118+ 4 99 + 4* 105 + 3*
PAD (mmHg) 78+3 76+4 76 + 4
PSVE (mmHg) 122+ 4 104 + 3* 111+ 3*
PDFVE (mmHg) 4,96 + 0,4 20,35 + 2,1* 13,06 + 3*#
dP/dt + (mmHg/seg) 5082+ 110 3659+ 174* 4041 + 149*
dP/dt — (mmHg/seg) 4798 £ 166 -2729 % 140*  -2741 + 148*

FC, frequéncia cardiaca; PAS, pressao arterial sistélica; PAD, pressio arterial
diastélica; PSVE, pressao sistélica do ventriculo esquerdo; PDFVE, pressao

diastdlica final do ventriculo esquerdo; dP/dt, derivada maxima de pressao.

* P <0,05vs SHAM, # P < 0,05 vs IM-PLAC
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4.2.2.4. Atividade da ECA

A Figura 21 apresenta os resultados do ensaio para mensuragdo plasmatica da
atividade da ECA vinte e oito dias apos a cirurgia. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os trés grupos avaliados (SHAM: 214,9 + 17,5; IM-PLAC: 215,9 £
12,4; IM-CARV: 209,5 + 10,3; P > 0,05) (Figura 21)

PLASMA

250 -
200 +

150 <

Atividade da ECA
(nmol/mL/min)

50 -

SHAM IM-PLAC IM-CARV

Figura 21. Atividade da ECA plasmatica vinte e oito dias apds o infarto.
Valores foram comparados por ANOVA de uma via.
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Quando avaliada no ventriculo esquerdo, a atividade da ECA foi significativamente
maior no grupo IM-PLAC. Ja os animais tratados com carvedilol ndo apresentaram
aumento significativo na atividade da ECA, apresentando valores semelhantes aos
observados no grupo SHAM (SHAM: 43,5 + 2,6; IM-PLAC: 51,1 £ 1,85; IM-CARV:
37,1+ 2,5; P < 0,05) (Figura 22).
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Figura 22. Atividade da ECA no ventriculo esquerdo vinte e oito dias apds o
infarto. Valores foram comparados por ANOVA de uma via, seguida pelo pos
hoc de Tukey. * P < 0,05 vs SHAM; # P < 0,05 vs IM-PLAC.
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4.2.2.5. Expressao Protéica dos Receptores AT e AT,

A expressao protéica do receptor AT1 no ventriculo esquerdo avaliada por Western
blot vinte e oito dias apds a cirurgia mostrou aumento significativo no grupo IM-PLAC
comparado ao grupo SHAM. Porém, o tratamento com carvedilol impediu este
aumento (SHAM: 0,39 + 0,055; IM-PLAC: 0,65 + 0,047; IM-CARV: 0,46 + 0,046; P <
0,05) (Figura 23).

Receptor AT, |
GAPDH |

AT,/GAPDH

SHAM IM-PLAC IM-CARV

Figura 23. Avaliagdo da expressao protéica do receptor AT, (43
kDa) para angiotensina Il vinte oito dias apds o infarto. Valores
foram comparados por ANOVA de uma via, seguidos pelo pos hoc
de Tukey. * P < 0,05 vs SHAM; # P < 0,05 vs IM-PLAC.
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A expressao protéica do receptor AT, no ventriculo esquerdo foi significativamente
maior nos grupos infartados quando comparados ao grupo SHAM. Porém, nao
houve diferengca associada ao tratamento com carvedilol (SHAM: 0,17 + 0,03; IM-
PLAC: 0,39 + 0,04; IM-CARV: 0,40 + 0,05; P < 0,05) (Figura 24).
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Figura 24. Avaliagdo da expressdo protéica do receptor AT,
(44 kDa) para angiotensina Il vinte e oito dias apds o infarto.
Valores foram comparados por ANOVA de uma via, seguidos
pelo pos hoc de Tukey. * P < 0,05 vs SHAM.
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4.2.2.6. Curva Pressdo-Volume

A Figura 25 apresenta as curvas pressdo-volume obtidas com o coragdo em
assistolia vinte e oito dias apds o procedimento cirdrgico. E possivel observar
claramente um desvio para a direita nas curvas referentes aos grupos infartados,
indicando maior volume ventricular para determinado valor de pressao. Dessa curva,
podem ser obtidos indices relativos a dilatagdao e rigidez ventricular, conforme

descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 25. Curvas pressdo-volume obtidas em coragbes apds parada
cardiaca induzida por infusdo de KCI 3M. A presséao intraventricular era
constantemente registrada simultaneamente com a infusdo de solugdo
fisioldgica.
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A Figura 26 mostra o primeiro segmento da curva pressao-volume ajustado para
uma regressao linear. O indice de dilatagao ventricular esquerda foi obtido através
da inclinagédo da reta. Pode ser observado que a regresséao referente ao grupo IM-
PLAC tem menor inclinagdo comparado ao grupo SHAM, indicando maior volume
intraventricular. Por outro lado, o tratamento com carvedilol reduziu parcialmente a
dilatacédo ventricular causada pelo infarto, observada pela menor inclinagao da reta
de regressao (SHAM: 10,55 + 1,2; IM-PLAC: 4,43 £ 0,6; IM-CARV: 6,67 + 0,92; P <
0,05) (Figura 26). Deve ser ressaltado aqui que os valores sao referentes a
inclinacao da reta de regressao. Portanto, quanto menor for a inclinagcéo (indicado

por um menor valor), maior sera a dilatagao ventricular.
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Figura 26. Primeiro segmento da curva pressao volume de onde foi
retirado a dilatagao ventricular esquerda. Valores foram comparados
por ANOVA de uma via, seguidos pelo pos hoc de Tukey. * P < 0,05
vs SHAM; # P < 0,05 vs IM-PLAC.
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A Figura 27 apresenta as constantes de dilatacdo para os trés grupos avaliados.
Houve correlagao significativa entre a dilatagdo ventricular e a PDFVE (r = -0,48, P =
0,017) (Figura 28).

Constante de Dilatagao

SHAM IM-PLAC IM-CARV

Figura 27. Constante de dilatacdo obtida pelo calculo do
coeficiente angular da reta. Valores foram comparados por
ANOVA de uma via, seguidos pelo pos hoc de Tukey. * P <
0,05 vs SHAM; # P < 0,05 vs IM-PLAC.
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Figura 28. Andlise de correlagdo de Pearson entre a
constante de dilatagao e a PDFVE.
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No segundo segmento da curva (Figura 29), referente a pressao intraventricular
entre 5 e 30 mmHg, pode ser feita inferéncia sobre a rigidez ventricular. Pode ser
observada uma menor rigidez ventricular esquerda nos animais infartados, nao
sendo detectada diferenga associada ao tratamento (SHAM: 0,869 = 0,057; IM-
PLAC: 0,585 = 0,031; IM-CARV: 0,621 + 0,041; P < 0,05) (Figura 30). E importante
lembrar que nesse modelo de infarto por oclusdo permanente da artéria coronaria a
avaliagdo da rigidez € um parametro limitado pois sofre influéncia da rigidez da

cicatriz e do miocardio remanescente ao infarto, uma vez que utilizamos o ventriculo

inteiro para essa analise.
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Figura 29. Segundo segmento da curva pressao volume de onde foi

retirada a rigidez ventricular. Valores foram comparados por ANOVA de
uma via, seguidos pelo pos hoc de Tukey. * P < 0,05 vs SHAM.
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Figura 30. Constante de rigidez obtida pelo calculo do coeficiente angular da
reta. Valores foram comparados por ANOVA de uma via, seguidos pelo pos hoc
de Tukey. * P < 0,05 vs SHAM; # P < 0,05 vs IM-PLAC.
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4.2.2.7. Avaliagao da Extensao do Infarto

Vinte e oito dias apds a oclusao da artéria coronaria, a extensao do infarto avaliada
por planimetria digital apds coloragdo com Picrosirius ndo foi diferente entre os
grupos infartados (IM-PLAC: 49,86 + 1 e IM-CARV: 46,6 + 2,2 %; P > 0,05). Nenhum
animal no grupo SHAM apresentou area visivel corada com picrosirius. A Figura 30
apresenta cortes histologicos representativos na parte superior, e um Box-plot

mostrando a dispersao das medidas.
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Figura 30. Box-plot mostrando a area do infarto avaliada vinte e oito dias
apos o infarto. Os resultados foram comparados com teste t de Student. O
box representa o desvio padrao, a linha horizontal representa a mediana, o
quadrado menor no interior do box representa a média, as delimitacdes
superior € inferior representam o percentil 5 € 95 %.
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A Figura 31 mostra que nado houve correlagdo significante entre a constante de
dilatacdo e a extensado do infarto (r = -0,065; P > 0,05). Da mesma forma, nao
detectamos correlagcédo entre a PDFVE e a extensado do infarto medida 28 dias apds
o infarto (r =-0,013; P> 0,05) (Figura 32).
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Figura 31. Analise de correlacdo de Pearson entre a
constante de dilatacdo e a extensao do infarto.
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Figura 32. Analise de correlacdo de Pearson entre a
extensdo do infarto e a PDFVE.
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4.2.2.8. Avaliagao do Colageno Intersticial

A area do miocardio remanescente ao infarto ocupada por colageno, excluindo as
areas de transicao, foi avaliada em cortes transversais do ventriculo esquerdo
corados com picrosirius. A parte superior da Figura 33 mostra imagens
representativas do miocardio. Um aumento expressivo na deposi¢cao de colageno foi
observado nos dois grupos infartados quando comparados ao grupo SHAM. Porém,
o tratamento com carvedilol reduziu parcialmente a deposicédo de colageno no
miocardio apos o infarto (SHAM: 1,8 + 0,3 (n=9); IM-PLAC: 7,1 £ 0,5 (n=10); IM-
CARV: 5,4 + 0,5 (n=10); P < 0,05).
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Figura 33. Avaliagcdo da area ocupada por colageno no miocardio
remanescente ao infarto apds coloragdo com picrosirius red. Foram
fotografados e analisados 6 campos para cada corte, em aumento de 400
vezes. Valores foram comparados por ANOVA de uma via, seguidos pelo pos
hoc de Tukey. * P < 0,05 vs SHAM; # P < 0,05 vs IM-PLAC.
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4.2.2.9. Avaliagao da Hipertrofia Cardiaca

A parte superior da Figura 34 mostra cortes histolégicos representativos do
miocardio corados com hematoxilina e eosina. A area de secgdo transversa do
midcito foi maior nos dois grupos infartados em relagao ao grupo SHAM, nédo sendo
detectada diferenca significativa associada ao tratamento com carvedilol (SHAM:
393,1 + 16 (n=9); IM-PLAC: 574,2 + 14,5 (n=10); IM-CARV: 562,9 + 11,6 (n=10); P <
0,05).
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Figura 34. Avaliagcao da hipertrofia cardiaca pela medida da area de seccgéo
transversa do miécito em laminas coradas com hematoxilina e eosina. Foram
fotografados e analisados 30-50 midcitos em cada corte, sob aumento de 400
vezes. Valores foram comparados por ANOVA de uma via, seguidos pelo pos
hoc de Tukey. * P < 0,05 vs SHAM.
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4.2.2.10. Avaliacdo da Mortalidade

Ao final do segundo protocolo, o efeito do tratamento com carvedilol sobre
mortalidade global foi avaliado. E importante lembrar que a mortalidade dentro das
primeiras vinte e quatro horas apds a cirurgia ndo esta incluida nas analises. As
figuras 35, 36 e 37 apresentam as curvas de mortalidade baseadas no método de
Kaplan-Meier avaliada em diferentes periodos. Nove animais morreram até o
terceiro dia, sendo 7 pertencentes ao grupo IM-PLAC e 2 ao grupo IM-CARV. O
teste log rank nao alcangou significancia estatistica, porém mostrando tendéncia
(P=0,165) de redugao da mortalidade dentro dos trés primeiros dias seguidos ao
infarto (Figura 35).
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Figura 35. Curva de Kaplan-Meier para a mortalidade ao longo dos trés
primeiros dias apds a cirurgia, excluindo as mortes nas primeiras vinte e
quatro horas apds o procedimento cirurgico.
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Durante os primeiros 7 dias apo6s o infarto, 26 animais morreram, sendo 19 no grupo
IM-PLAC e 7 no grupo IM-CARV. A analise de log rank evidenciou diferencga
significativa na mortalidade entre os grupos infartados (P = 0,01), mostrando que o
tratamento com carvedilol reduz a mortalidade em uma fase precoce ao infarto
(Figura 36).
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Figura 36. Curva de Kaplan-Meier para a mortalidade ao longo de
7 dias apo6s a cirurgia, excluindo as mortes nas primeiras vinte e
quatro horas apés o procedimento cirurgico.
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Durante todo o protocolo, 35 ratos morreram. Desses, 25 pertenciam ao grupo M-
PLAC e 10 ao grupo IM-CARV. Pode-se observar na Figura 37 um aumento
significativo na sobrevida ao longo dos vinte e oito dias de acompanhamento no
grupo que recebeu tratamento com carvedilol (IM-PLAC: 64,2 % VS. IM-CARV:
83,1%; P<0,05).
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Figura 37. Curva de Kaplan-Meier para a mortalidade ao longo de vinte oito dias
apods a cirurgia, excluindo as mortes nas primeiras vinte e quatro horas apds o
procedimento cirurgico.
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A subamostra que foi avaliada em gaiola metabdlica no terceiro dia apds o infarto
(13 animais do grupo IM-PLAC e 11 animais do grupo IM-CARV) foi acompanhada
até o vigésimo oitavo dia. Desses, 6 animais morreram apos o terceiro dia. A Tabela
9 mostra a analise retrospectiva dos animais que sobreviveram durante 28 dias apés
o infarto e aqueles que morreram apdés o terceiro dia. Observamos no terceiro dia
apos o infarto menor consumo de ragao e agua, assim como menor peso corporal

nos animais que morreram durante o periodo de acompanhamento.

Tablea 9. Consumo de agua e ragao e peso corporal dos animais no terceiro dia

Vivos (n=18) Mortos (n=6)
Peso corporal (g) 259+ 2 227 £ 5%
Agua (ml) 33,416 18 £ 2,9
Racao (g) 15,8 £ 0,6 7,1+1,8"

Vol. Urinario (ml) 14,6 +1,1 8,17 £ 1,2*
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5. DISCUSSAO

5.1. Principais resultados do presente estudo

Um sumario com os principais resultados encontrados no estudo estao ilustrados na
Figura 38.
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Figura 38. Diagrama mostrando os efeitos do tratamenco com carvedilol
apos o infarto do miocardio em ratos.

Observamos redugéo significativa do peso corporal ja no terceiro dia apés o infarto,
acompanhada de menor consumo de ragdo e agua. Os animais apresentaram

grande déficit hemodindmico com redugcdo da PSVE e da dP/dt, e aumento
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expressivo da PDFVE. Houve aumento na expresséo protéica dos receptores AT, e
AT, no ventriculo esquerdo, assim como aumento na atividade tecidual da ECA trés
dias ap6s o infarto. Vinte e oito dias apds o infarto, os animais permaneciam com
menor peso corporal e com menor consumo de ragao. O infarto reduziu a tolerancia
ao exercicio fisico, além de deterioracdo da funcao cardiaca com reducédo da PSVE
e da dP/dt, e grande dilatagcado ventricular. A expressao protéica dos receptores AT
e AT, permaneceu aumentada, assim como a atividade tecidual da ECA. Hipertrofia
cardiaca e fibrose intersticial excessiva foram observadas no miocardio
remanescente ao infarto. Esse conjunto de resultados corroboram a alta taxa de

mortalidade observada durante os 28 dias de acompanhamento.

O tratamento com carvedilol iniciado vinte e quatro horas apds o infarto em ratos
atenuou a disfungao hemodinadmica evidenciada trés dias apo6s o infarto. Além disso,
o carvedilol impediu a superexpressdo precoce do receptor AT{ no ventriculo
esquerdo e o aumento na atividade da ECA, sem alterar sua atividade plasmatica.
Esses efeitos hemodinamicos e moleculares observados na fase aguda do infarto
persistiram durante as 4 semanas de acompanhamento. Isso se traduziu
funcionalmente em aumento da tolerdncia ao esforgo aerdbico e melhora
hemodindmica. Estruturalmente, esses efeitos garantiram menor deposi¢édo de
colageno no miocardio e redugdo da dilatacdo ventricular, sem alteracdo da
hipertrofia cardiaca na area remanescente ao infarto. Por fim, e com importancia
fundamental, a mortalidade apdés o infarto foi significativamente reduzida pelo
tratamento com carvedilol, reforcando a importancia dos efeitos inicialmente

observados.
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5.2. Aspectos Iniciais a Discussao

Antes de iniciar a discussdo dos resultados apresentados anteriormente, é
necessario ressaltar que em muitos pontos dessa discussdo, 0os nossos resultados
foram confrontados com estudos clinicos. Isso aconteceu por dois motivos. Primeiro,
para avaliar a adequagéo do modelo experimental usado aqui como uma estratégia
valida para o que ele se propde. Segundo, porque alguns aspectos da discussao
carecem de dados experimentais para comparagao. Diante disso, para assegurar a
discussao dos dados obtidos, aceitamos as possiveis limitacdes das comparagdes

com os estudos clinicos.

E importante ressaltar aqui que ndo é o objetivo do presente trabalho qualquer
comparacgao de efeitos com outra classe farmacoldgica. Ndo sera discutida neste
trabalho a possivel substituicdo de um farmaco ou classe farmacoldgica por outro.
Este € um questionamento legitimo e de grande interesse para a pratica clinica
(Fang, 2005; Remme, 2005; Remme, 2007). Porém, para que sejam feitas
adequadamente, as comparagbdes entre as diferentes terapias necessitam de

protocolos especificos que serao realizados futuramente em outros trabalhos.

A escolha por iniciar o tratamento apenas vinte e quatro horas apés o infarto foi
baseado nos resultados obtidos com o primeiro protocolo. Esse protocolo foi
idealizado para avaliar os efeitos do carvedilol durante a fase aguda do infarto.
Idealizavamos inicialmente estudar os efeitos agudos do tratamento com carvedilol
sobre a apoptose e o estresse oxidativo precocemente a oclusao da artéria
coronaria. Porém, os resultados obtidos em relacdo a mortalidade dentro das
primeiras vinte e quatro horas e a inalteragdo da area infartada nos desencorajou da
idéia de iniciar o tratamento imediatamente apds o infarto, pois poderiamos ter a
interferéncia do efeito da redugdo da mortalidade, comprometendo assim os
resultados sobre o desenvolvimento do remodelamento ventricular a curto e a longo-

prazo.

Por fim, outro aspecto importante que merece destaque neste tdpico é a produgéao

do infarto. Nota-se que ha uma homogeneidade na area (vinte e quatro horas e trés
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dias) e na extensao do infarto (vinte e oito dias) no grupo IM-PLAC (coeficiente de
variagao: 24 horas = 13,9%; 3 dias = 8,8%; 28 dias = 6,1%) . A opgéo pelo uso de
infartos de grande extensdo foi com o intuito de causar um déficit funcional
realmente importante. De acordo com descrigbes prévias (Pfeffer et al., 1979;
Fletcher et al.,, 1981; Pfeffer et al., 1985), a extensdo do infarto esta fortemente
associada com a dilatagao ventricular, disfungcdo hemodinamica, e a mortalidade
principalmente em infartos extensos. Esse efeito da area de infarto péde ser
observado pelo grau de disfuncdo ventricular e pela alta taxa de mortalidade

observada no decorrer do protocolo.
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5.3. Avaliacgoes Fisicas e Extensao do Infarto

De acordo com Faria et al. (2011), animais com PDFVE elevada apresentam
reducao do peso corporal e menor ingestao de ragao e agua sete dias apos o infarto.
Nossos dados corroboram os achados de Faria et al. (2011), mostrando menor
consumo de ragao ja no terceiro dia, e reducdo do peso corporal que permaneceu
menor ao longo das 4 semanas de acompanhamento. Reduc¢do de peso semelhante
foi observada por Sartério et al. (2005) no terceiro dia apds o infarto. Da mesma
forma, varios estudos mostram menor peso corporal 4 semanas apés o infarto
(Nagaya et al., 2001; Palus et al., 2009). A explicacdo para essa perda aguda de
peso aguda pode estar relacionada a uma atividade inflamatdria excessiva. Estudos
mostram os efeitos do TNF-a como um fator anorexigeno, estando envolvido
diretamente na perda do apetite e caquexia em diversas condigdes (Ling et al., 1997;
Raina & Jeejeebhoy, 1998; Steffen et al., 2008). O TNF-a esta precocemente
elevado apés o infarto do miocardio e na insuficiéncia cardiaca. Isso poderia ativar o
sistema de ubuquitinacdo levando a protedlise. Esses efeitos progridem com a
caquexia e a morte do animal (Kung et al., 2011). Nossos dados estdo de acordo
com essa hipétese, mostrando que a perda excessiva de peso corporal e reduzida
ingestdo de ragdo e agua precocemente ao infarto estdo associados a menor

sobrevida apds o infarto.

Nao observamos diferengas significativas associadas ao tratamento com carvedilol
na recuperagao do peso corporal ou do apetite. Apesar dos efeitos ja descritos para
o carvedilol em reduzir os niveis plasmaticos de citocinas pré-inflamatérias tanto em
modelos experimentais quanto em pacientes apds o infarto do miocardio
(Matsumura et al., 2002; Li et al., 2006; Alfieri et al., 2008), isso nado foi suficiente
para reverter esses parametros fisicos. Lynch & Ryall (2008) mostraram que a
atenuacdo da perda de massa muscular e caquexia observados em diversas
condigcbes como por exemplo a sarcopenia, cancer, sindrome da imunodeficiencia
humana dentre outros, é dependente da sinalizagao (-adrenérgica. Essa pode ser a
explicacdo para a auséncia de efeitos associados ao tratamento com carvedilol, ja

que o carvedilol impede a ativagéo dessa via.
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Asanuma et al. (2004) mostraram que a infusao de carvedilol reduz a area de infarto
em caes submetidos a isquemia seguida por reperfusao. Porém, ao contrario do que
foi observado por Asanuma et al. (2004), ndo observamos alteracées na area de
infarto mediada pela administracdo aguda de carvedilol apds o infarto. Os efeitos
responsaveis pela redugdo da area infartada seriam por reducdo do estresse
oxidativo e da apoptose. Semelhante, a infusdo de metoprolol durante a reperfuséo
reduz a lesdo isquémica em ratos (Zhu et al., 2006). Porém, em experimento
semelhante, o tratamento com carvedilol ndo reduziu a area de infarto (Starkopf et
al., 2006). Uma possivel explicagcao para isso pode estar na auséncia de reperfusao
no modelo utilizado em nosso estudo. Ja é conhecido que durante a reperfusao
ocorre producao macica de radicais livres e de apoptose. Outra possibilidade pode

estar na extensa area de infarto utilizada, dificultando os efeitos significativos.

Quando o tratamento com carvedilol foi iniciado 24 horas apds o infarto, passando o
periodo critico de producao excessiva de radicais livres e de morte celular, ndo
observamos alteragdes significativas na area de infarto 3 dias apds o infarto, nem na
extensdo da lesdo apds 4 semanas. Esses dados sdo similares as descricdes feitas
por outros autores em que nao observaram alteragdes na extensao do infarto com o
tratamento com carvedilol, apesar de melhoras funcionais significativas (Yang et al.,
2002; Yang et al., 2003; Sun et al., 2005; Li et al., 2006).
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5.4. Parametros Funcionais

No presente estudo, observamos que o tratamento com carvedilol garantiu melhoras
funcionais importantes em uma fase muito precoce do desenvolvimento do
remodelamento ventricular, efeitos que persistiram por quatro semanas apds o
infarto. Essa melhora funcional tem impacto direto na sobrevida, como sera discutido

posteriormente.

S&o varios os mecanismos propostos para tentar explicar os efeitos benéficos do
carvedilol sobre a fungédo cardiaca apés o infarto. Um desses mecanismos pode
estar na redugao da frequéncia cardiaca associada ao bloqueio dos receptores (3-
adrenérgicos. A frequéncia cardiaca € precocemente aumentada apdés o infarto e na
insuficiéncia cardiaca (Mill et al., 1991; Faria et al., 2011), estando diretamente
associada a mortalidade (Lechat et al., 2001). Inicialmente, esse aumento na
freqiéncia cardiaca compensa parte da queda do débito cardiaco, a custa do
aumento da pressdao de enchimento ventricular. Porém, a frequéncia cardiaca
aumentada leva ao maior consumo metabdlico pelo miocardio, além da redugao da
perfusao coronariana (Heusch, 2008). Esses fatores em conjunto contribuem para a
reducdao da contratilidade, para a dilatagdo ventricular, hipertrofia cardiaca e
aumento na deposi¢cao de colageno no miocardio remanescente ao infarto. Em
contrapartida, os B-bloqueadores agem reduzindo a frequéncia cardiaca. Apesar da
limitacdo assumida pela realizagdo das medidas hemodindmicas em animais
anestesiados, a frequéncia cardiaca apresentou grande tendéncia a redugdo no
grupo que recebeu tratamento com carvedilol ja no terceiro dia apds o infarto. Vinte
e oito dias apds o infarto, porém, a frequéncia cardiaca foi significativamente
reduzida pelo carvedilol. Inimeros estudos mostram efeitos dos (B-bloqueadores na
reducao da frequéncia cardiaca (Wei et al., 2000; Watanabe et al., 2000; Yang et al.,
2003; Sun et al., 2005). Porém, os efeitos benéficos dos B-bloqueadores néo estao
associados somente a redugao da frequéncia cardiaca. Isso pdde ser observado no
trabalho realizado por Maczewski & Mackiewicz (2008), comparando os efeitos do
metoprolol com os efeitos da ivabradina, um inibidor seletivo da corrente |r que reduz

a frequéncia cardiaca. Os autores observaram efeitos similares na recuperacéo da
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funcao cardiaca entre os dois farmacos. Porém, os animais tratados com metoprolol
apresentaram efeitos adicionais ndo observados com a ivabradina, tais como menor
dilatacao ventricular e menor hipertrofia cardiaca, com preservagao da contratilidade
em midcitos isolados. Isso mostra que apesar dos beneficios associados a reducao
da freqUéncia cardiaca observados com [B-bloqueadores, esse nao parece ser o
unico efeito mediador dos beneficios desses farmacos. A freqléncia cardiaca
observada em alguns estudos utilizando o carvedilol foi reduzida a valores menores
qgue os encontrados nos animais do grupo submetido a cirurgia ficticia (Wei et al.,
2000; Yang et al.,, 2003; Sun et al., 2005). Em nosso estudo, isso ndo ocorreu
provavelmente pela depressdo causada pelo uso da mistura anestésica contendo
guetamina e xilazina, fato ja demonstrado na literatura como sendo causador de
uma depressao importante no sistema cardiovascular (Roth et al., 2002; Pefia &
Wolska, 2005; Stein et al., 2007).

Outro importante fator associado a um pior prognéstico € a elevagdo PDFVE. Como
demonstrado previamente (Pfeffer et al., 1979; Saraiva et al., 2007; Santos et al.,
2009), incrementos na PDFVE estdo linearmente associados a variagbes na
extensdo do infarto, mostrando que em infartos extensos ha aumento expressivo na
PDFVE. Nossos dados corroboram essa idéia, mostrando niveis bastante elevados
de PDFVE apés o infarto. E importante observar que o incremento na PDFVE
ocorreu precocemente ao infarto (trés dias). Esses dados estdo em acordo com
descrigbes feitas por outros autores (Saito et al., 2003; Sartério et al., 2005),
mostrando aumento significativo da PDFVE trés dias ap6s o infarto em ratos.
Avaliando o curso temporal das alteragbes geradas pelo infarto do miocardio em
ratos através da ressonancia magnética, Prunier et al. (2005) observaram aumento
significativo do volume diastdlico final ja no terceiro dia seguido ao infarto, além de
reducao na fragdo de ejegao do ventriculo esquerdo. Com esse aumento na pressao
de enchimento ventricular, observamos como consequiéncia aumento do peso do
pulmao e hipertrofia do ventriculo direito. Similar ao observado trés dias apds o
infarto, a PDFVE permanece reduzida quatro semanas apds o infarto nos animais
tratados com carvedilol. Resultados semelhantes foram observados apés seis
semanas de tratamento com carvedilol em ratos infartados (Sun et al., 2005). Yang

et al. (2003) mostrou que a redugdo da PDFVE quatro semanas apoés o tratamento
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foi dependente da dose (0,1 a 10 mg/kg/d), evidenciando que o incremento da dose
produzem melhores efeitos. Esses resultados assemelham-se aos descritos por Li et
al. (2006) mostrando que o carvedilol impede a deterioragdo da fungdo cardiaca
quatro semanas apos o infarto, com reducdo da PDFVE e restauracao da dP/dt+.
Além disso, em um modelo de infarto do miocardio em ratos o tratamento com
carvedilol apods cirurgia de plicatura do ventriculo esquerdo atenuou o aumento da
PDFVE e a dilatagao ventricular (Yoshikawa et al., 2010).

Além da PDFVE, outros parametros estdo deteriorados precocemente ao infarto,
como a dP/dt+ e dP/dt- e a PSVE (Saito et al., 2003; Sartério et al., 2005; Faria et
al., 2011). A reducédo da PSVE e da dP/dt+ e dP/dt- também foram observadas em
nosso estudo trés dias apds o infarto. Isto evidencia que os animais infartados
exibem deterioracdo precoce da funcado ventricular. De forma similar, quando a
avaliagao foi realizada quatro semanas apos o infarto, observamos que a dP/dt+ e
dP/dt- e da PSVE permaneceram reduzidas. Esses resultados assemelham-se a
relatos mostrando aumento significativo da PDFVE e comprometimento da dP/dt
quatro semanas apos o infarto (DeFelice et al., 1989; Mill et al., 2003). E importante
destacar que esses dados reforcam a hipotese que as repercussdes funcionais
decorrem de alteragdes ocorridas durante a fase aguda do infarto, uma vez que as
alteragdes funcionais observadas quatro semanas apds o infarto sdao similares as

observadas apenas trés dias seguidos ao infarto.

Outro importante relato foi feito por Sun et al. (2005), mostrando que os efeitos
benéficos do carvedilol sobre a fungdo cardiaca de ratos infartados se devem a
preservacdo das proteinas envolvidas na sinalizagcao intracelular do calcio. Os
autores observaram aumento da expressao protéica de SERCA (sigla derivada do
inglés “sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase”) nos animais tratados
com carvedilol (Sun et al., 2005). Além disso, foi observado que o carvedilol reduz a
concentragao intracelular de calcio pela inibicdo do canal de calcio tipo T (Deng et
al., 2009). Sabe-se que a sobrecarga intracelular de calcio apds o infarto leva a
comprometimento contratil, disfungdo mitocondrial, formacdo de espécies reativas
do oxigénio e apoptose (Balke & Shorofsky, 1998; Nakayama et al., 2007; Qian et
al., 2004). Em cardiomiocitos em cultura, o aumento de apoptose induzida por

adigao de peroxido de hidrogénio foi abolido pelo carvedilol. Esse efeito foi mediado



102

por reducdo da sobrecarga intracelular de calcio e da preservagdao da fungao
mitocondrial (Wang et al., 2006). Porém, os efeitos relatados por Wang et al. (2006)
nao foram evidenciados com o uso do atenolol, metoprolol ou propranolol,
mostrando ser este um efeito exclusivo do carvedilol, ndo havendo evidéncias de
efeitos de classe, pelo menos no que diz respeito a alteragbes na dindmica do
calcio. Esses efeitos do carvedilol sobre a fungdo mitocondrial foram relatados por
outros autores (Oliveira et al., 2000; Oliveira et al., 2004). Kametani et al. (2006)
mostraram que o carvedilol impediu a producdo de espécies reativas do oxigénio
causada pela sobrecarga intracelular de calcio, efeito ndo observado com o uso do
metoprolol (Kametani et al., 2006) ou propranolol (Oliveira et al., 2004). Esse efeito
do carvedilol na redugcdao do estresse oxidativo também foi observado quatro

semanas apos o infarto em ratos (Zhuang et al., 2009).

Outra possivel explicagdo para os beneficios do carvedilol apés o infarto pode estar
em sua acao sobre o processo inflamatério. Foi evidenciado que o tratamento com
carvedilol reduz a expressdo de TNF-q, IL-1B e IL-6 no miocardio quatro semanas
apos o infarto (Li et al., 2006). Resultados semelhantes foram observados por Sia et
al. (2002) mostrando redugdo na expressdao de IL-1B no miocardio de ratos
infartados tratados com carvedilol. Redugdes nos niveis plasmaticos de TNF-a e IL-
18, assim como a redugdo da expressdo miocardica dessas citocinas foram
evidenciadas em um modelo de insuficiéncia cardiaca gerado por miocardite em
ratos (Liu et al., 2010). Em fibroblastos em cultura, a estimulagdo com noradrenalina
elevou em 50 vezes a expressdao de IL-6, mostrando que a hiperatividade
adrenérgica influencia no aumento da expresséo dessas citocinas pro-inflamatérias.
Esses resultados foram comprovados quando o carvedilol foi adicionado ao meio de
cultura, praticamente abolindo a expressao dessa citocina. Resultados similares aos
encontrados na experimentagao animal foram observados em estudos clinicos. Por
exemplo, o tratamento com carvedilol em pacientes com cardiopatia dilatada
isquémica ou nao isquémica reduziu os niveis plasmaticos de TNF-a e IL-6,

repercutindo em melhoras funcionais significativas (Kurum et al., 2007).

A andlise da relagao pressao-volume mostrou dilatacdo ventricular excessiva nos
animais vinte e oito dias apos o infarto, evidenciado pelo desvio da curva para a

direita. Essa dilatacao esta relacionada a expansdo ventricular devido a extensa
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area do infarto, estando associada a um pior prognéstico (Norris et al., 1992; Nijland
et al., 2002). Fletcher et al. (1985) mostraram a relagdo entre a extenséo do infarto e
a dilatacao ventricular esquerda em ratos. Além disso, a dilatacdo ocorre de forma
progressiva, sendo iniciada nos primeiros dias seguidos ao infarto (Moro et al.,
2007). Em nosso trabalho, o tratamento com carvedilol reduziu parcialmente a
dilatagcado ventricular. Reducédo semelhante na dilatacao foi observada por Sun et al.
(2005) avaliando diferentes doses de carvedilol apos o infarto em ratos. Os autores
observaram pelo ecocardiograma seis semanas apos o infarto que tanto a dose
considerada baixa (2 mg/kg/dia) quanto a dose considerada alta (30 mg/kg/dia)
reduziram parcialmente o didmetro diastélico final do ventriculo esquerdo.
Observagbes feitas por Yang et al. (2003) mostram que a redugdo do volume
ventricular esquerdo avaliado quatro semanas apds o infarto em ratos foi
proporcional a dose de carvedilol usada, sendo melhores os resultados com doses

maiores.

Porém, semelhante ao observado em nosso estudo e por outros autores (Yang et
al., 2003; Sun et al.,, 2005), a reducédo da dilatacdo causada pelo carvedilol nao
ocorreu por alteracbes na area de infarto, ja que nao foram observadas diferengas
entre os grupos em relagdo a extensao do infarto nem correlagédo entre a extensao
do infarto e a dilatagao ventricular. Esses resultados corroboram estudos prévios
realizados em cdes e em ratos mostrando que a expansao e dilatagdo ventricular
ocorrem a partir de certa extens&o do infarto (17% em ratos, segundo Hochman &
Bulkley, 1982) sendo influenciado por variagbes na extensao do infarto (Fletcher et
al., 1981; Pfeffer et al., 1979). Uma explicagao para nao haver correlagdo entre a
dilatacéo do ventriculo esquerdo em nosso estudo pode estar relacionada a grande
extensdo do infarto utilizada em nosso estudo. Como pdde ser observado, a
extensao do infarto ocupa em média 50% do ventriculo esquerdo. Para este valor de
infarto, a dilatagdo estaria presente em todos os animais (Fletcher et al., 1981;
Hochman & Bulkley, 1982; Pfeffer et al., 1985). Assim, outros efeitos mediados pelo
carvedilol podem ser responsaveis por essa reducido na dilatacdo ventricular. Como
ja mostrado anteriormente, o carvedilol apresenta um importante efeito sobre a
apoptose. Palojoki et al. (2001) mostraram que a apoptose na area remanescente ao

infarto estad associada a deterioragdo da funcdo ventricular e desenvolvimento da
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insuficiéncia cardiaca. Além disso, aumento da taxa de apoptose na area
remanescente ao infarto esta diretamente associada ao desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca apds o infarto do miocardio em ovelhas (Jiang et al., 2003).
Assim, um possivel efeito antiapoptotico relacionado diretamente (efeito sobre
menor gasto metabdlico, estabilizagdo e preservagcdo da fungdo mitocondrial,
reducdo da hiperatividade adrenérgica para o coragado) ou indiretamente (menor
estresse hemodindmico) ao bloqueio B-adrenergico poderia contribuir na explicagao

desses resultados.

Além disso, Yamagishi et al. (1993) mostraram a participagdo da Ang Il agindo pelo
seu receptor AT, levando a dilatagao ventricular apos o infarto. Descrigoes similares
foram feitas por Nishikimi et al. (1995) mostrando a participagéo do sistema renina-
angiotensina na dilatagdo ventricular e na progressao para a insuficiéncia cardiaca
apos o infarto em ratos. Os receptore para Ang Il sdo expressos precocemente a
oclusdo da artéria coronaria (Sun & Weber, 1994). A expressao génica para o
receptor AT, esta significativamente maior apenas 24 horas apds o infarto. Ja na
regido nao infartada, esse aumento foi detectado apenas uma semana apods o infarto
(Nio et al., 1995). Além disso, camundongos com superexpressao cardiaca de Ang Il
apresentam grande dilatagdo ventricular apds o infarto (Xu et al., 2007). Nés
observamos no presente estudo um aumento significativo na expressao protéica do
receptor AT no ventriculo esquerdo no terceiro dia seguido ao infarto, aumento que
persistiu ao longo das 4 semanas avaliadas. Importante ressaltar que o tratamento
com carvedilol impediu esse aumento na expressao protéica do receptor AT1 no
ventriculo esquerdo, podendo esse efeito contribuir para a redugdo observada na

dilatac&o ventricular nos animais tratados com carvedilol.

A dilatagao ventricular e a intolerdncia ao exercicio sao preditores classicos de
morbidade e mortalidade cardiovascular, sendo frequentemente utilizados para
avaliar a eficacia de determinadas intervengdes (Weber et al., 1984; Riegger et al.,
1999; Kostuk et al., 1973; Pfeffer & Pfeffer, 1987). A tolerancia ao exercicio € um
parametro de avaliagao fisica global, pois esta relacionada as atividades laborais do
dia a dia, ajudando na determinagcdo da severidade dos sintomas da insuficiéncia
cardiaca. Em nosso estudo, este parametro foi de fundamental importancia pois nos

mostrou um parametro funcional sob estresse e sem o efeito do anestésico.
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Observamos que os animais infartados apresentam tolerancia reduzida ao esforgo
no teste de esteira. Essa reducéo da capacidade funcional sob esforco corrobora os
achados hemodindmicos que mostraram fungao cardiaca debilitada. Foi observado
por Trueblood et al. (2005) que os animais infartados apresentam reduzida
capacidade aerdbica. Os autores mostraram que a capacidade aerdbica é
progressivamente deteriorada apds o infarto, sendo significativa dezesseis semanas
apos o infarto. Esse comprometimento progressivo foi também observado apés o
infarto em ratos, mostrando reducéo da tolerancia ao esforgo fisico na sexta semana
apos a cirurgia (Jain et al., 2001). N6s observamos grande deterioragcao da fungao
cardiaca e redugao da tolerancia ao exercicio 4 semanas apos o infarto. Porém,
essa intolerancia ao exercicio foi parcialmente restaurada nos animais que
receberam tratamento com carvedilol. Esse aumento foi bastante significativo,
incrementando em aproximadamente 45% o tempo despendido no teste até a
exaustao. Esses resultados assemelham-se aos descritos em estudos clinicos, em
que o tratamento com carvedilol em pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica
aumenta a distancia percorrida no teste de 6 minutos (Castro et al., 2004; Castro et
al., 2005). Corroborando esses dados, Macdonald et al. (1999) mostraram que
pacientes com disfungéo ventricular severa (classe funcional IV) selecionados para
receber carvedilol tiveram importante incremento da distancia percorrida no teste de
6 minutos, trés meses apds o inicio do tratamento. Por outro lado, pacientes com
insuficiéncia cardiaca devido ao infarto do miocardio randomizados para receber
placebo ou carvedilol por um ano nao apresentaram melhora na tolerancia ao
exercicio, apesar de melhora nos parametros funcionais como a fragdo de ejecao e
os volumes sistdlico e diastélico (Australia/New Zeland Heart Failure Research
Collaborative Group, 1997). Porém, uma meta-analise incluindo 2625 pacientes
mostrou que o tratamento com B-bloqueadores aumenta de forma significativa a

tolerancia ao esforgo (Abdulla et al., 2006).

Podemos observar neste topico que o tratamento com carvedilol melhorou
parametros funcionais e estruturais importantes, o que contribui para a melhora
evidenciada no teste de tolerancia ao esforco. Como discutiremos adiante, esses

efeitos impactam diretamente na sobrevida dos animais apds o infarto.
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5.5. Avaliag6es Morfolégicas

Precocemente a oclusido da artéria coronaria, o colageno é intensamente degradado
na regiao infartada. Esse efeito € mediado pelas células inflamatérias infiltradas no
miocardio infartado (Fishbein et al., 1978; Cannon et al., 1983; Vanhoutte et al.,
2006). Com a progressao das alteragdes cardiacas, a deposigao de colageno no
miocardio remanescente ao infarto aumenta (Leite et al., 1995; Milanez et al., 1997;
Mill et al., 2003). Observamos em nosso estudo, semelhante ao descrito por outros
autores, um aumento bastante significativo no conteudo de colageno no miocardio
remanescente ao infarto. Esse excesso de colageno contribui para o déficit da
contratilidade e do relaxamento miocardico observado aqui, além de favorecer a
disfuncao diastdlica e a progressao para a insuficiéncia cardiaca. A Ang Il € um fator
de grande importancia nesse processo de deposigcao excessiva de colageno no
tecido remanescente ao infarto (Sun et al., 1995; Wilke et al., 1996). A Ang Il agindo
pelo seu receptor AT, em fibroblastos aumenta a produgdo de colageno apds o
infarto (Ju et al., 1997; El-Sabban et al., 2000; Zornoff et al., 2000). Esses resultados
corroboram as descrigoes feitas por Busatto et al. (1997) mostrando aumento da
atividade da ECA no miocardio remanescente ao infarto. Dados semelhantes foram
relatados por varios autores (Schieffer et al., 1994; Mill et al., 1997; Resende et al.,
2006). Sun et al. (1996) evidenciaram o aumento na expressdao da ECA em
miofibroblastos trés dias apds o infarto, aumentando a deposicao de colageno.
Nossos resultados estdo de acordo com as descricbes da literatura, mostrando
aumento da atividade da ECA no ventriculo esquerdo trés dias apés a oclusdo da
artéria coronaria. Além disso, aumento significativo na concentracdo de Ang Il no
ventriculo esquerdo é observado apos o infarto (Resende et al., 2006). Além disso,
ocorre aumento na expressao do receptor AT precocemente a oclusdo da coronaria
(Sun & Weber, 1996). A estimulagado desses receptores pela Ang Il induz diversos
efeitos no coragéo, dentre eles a proliferagdo de colageno (Crabos et al., 1994;
Villarreal et al., 1993; Iwami et al., 1996). Ju et al. (1997) mostraram aumento
progressivo do colageno na area viavel apos o infarto, sendo revertido apos bloqueio
dos receptores AT4, evidenciando os efeitos pro-fibréticos mediados pela Ang Il. O

aumento na expressao do receptor AT¢ e na atividade da ECA observados em nosso
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estudo a partir do terceiro dia apos o infarto podem explicar o aumento na deposigao
de colageno. Nossos resultados mostraram que o carvedilol impediu 0 aumento da
expressao protéica do receptor AT precocemente. Além disso, observamos menor
atividade da ECA no ventriculo esquerdo. Esses resultados podem explicar a menor
deposicédo de colageno observado no miocardio remanescente dos animais tratados

com carvedilol.

A reducdo na deposicdo de colageno promovida pelo carvedilol corrobora dados
obtidos quatro semanas apds o infarto do miocardio em ratos, mostrando que a
deposicdo de colageno no tecido remanescente foi reduzida pelo tratamento com
carvedilol (10 mg/kg/d) (Li et al., 2006). Resultados semelhantes foram observados
por Sia et al. (2002) mostrando que o tratamento com carvedilol (20 mg/kg/d) por
quatro semanas seguidas ao infarto do miocardio em ratos reduz o colageno. A
comparacao entre diferentes B-bloqueadores em relacao a reducéo na deposig¢ao de
colageno apdés o infarto em ratos mostrou que o carvedilol foi efetivo em reduzir a
fibrose no ventriculo esquerdo, diferente do efeito observado com o metoprolol (Wei
et al., 2000).

Os efeitos observados em relagao a fibrose miocardica ndo podem ser atribuidos a
possiveis benéficos da estimulacdo do receptor AT,. Além de um aumento bastante
significativo da expressao do receptor AT, ndo observamos diferencgas significativas

na expressao desse receptor associado ao tratamento com carvedilol.

Alguns estudos clinicos tém mostrado que B-bloqueadores reduzem a ativagao
plasmatica do sistema renina-angiotensina em pacientes com insuficiéncia cardiaca.
N&s ndo observamos aqui alteracdes na atividade da ECA plasmatica. Esses dados
divergem dos resultados obtidos por outros autores que mostraram aumento
significativo na atividade da ECA plasmatica apds o infarto em ratos (Busatto et al.,
1997; Resende et al., 2006)

A reducdo do colageno observada com o tratamento com carvedilol pode ser
explicada por alguns mecanismos. O primeiro, ja é sabido que a sobrecarga
adrenérgica apo6s o infarto aumenta a deposi¢ao de colageno no miocardio (Bos et
al., 2005; Bonnefont-Rousselot et al., 2002). Assim, seu efeito sobre o bloqueio B-

adrenergicos poderia participar dessa resposta. Além disso, a melhora funcional
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observada precocemente pelo tratamento com carvedilol poderia reduzir a fibrose

miocardica pela redugao do estresse hemodinamico.

A hipertrofia ventricular € uma resposta adaptativa que ocorre apés o infarto com o
objetivo de compensar a sobrecarga hemodinémica, atenuar a dilatagéo ventricular e
estabilizar a funcdo contrati. Quando o coracdo enfrenta uma sobrecarga
hemodinémica, alguns mecanismos compensatorios s&o utilizados, dentre eles o
uso do mecanismo de Frank-Starling para aumentar a formagao de pontes cruzadas,
o0 aumento da massa ventricular para compensar a carga adicional, e a ativagdo
neurohumoral. O mecanismo de Frank-Starling é limitado nessas condigdes de
perda excessiva de tecido contratil (Mill et al., 1990). A ativagao neurohumoral, como
ja descrito anteriormente, exerce efeitos deletérios diante da ativagdo crénica.
Assim, inicialmente o0 aumento na massa ventricular desempenha um papel critico

na compensacao hemodindmica apds o infarto.

Vinte e oito dias apos o infarto, os animais apresentaram grande aumento da area
de seccado transversal do miécito, porém sem efeito significativo associado ao
tratamento com carvedilol. Foi observado em ratos hipertensos que o tratamento
com carvedilol reduz a pressao arterial e a hipertrofia cardiaca (Jovanovic et al.,
2009). Em ratos infartados, Yang et al. (2002) mostraram que o carvedilol reduziu a
massa ventricular. Dados semelhantes foram observados por Yang et al. (2003)
mostrando que o carvedilol exerce efeito antihipertréfico dependente da dose.
Interessante, esse efeito antihipertrofico ndo foi observado com o metoprolol. Por
outro lado, Sia et al. (2002) observaram ligeiro aumento da hipertrofia ventricular nos
animais com infartos extensos tratados com carvedilol. Os autores justificaram esse
resultado como sendo uma reacéo benéfica na tentativa de compensar a dilatagao

ventricular excessiva.

A ativagdo neurohumoral (sistema renina-angiotensina-aldosterona e a
hiperatividade simpatica) tem grande acdo hipertrofia cardiaca. Isso pbde ser
evidenciado quando a superexpressao de Ang Il no coragao induziu hipertrofia
cardiaca independente de outros efeitos sistémicos relacionados (Xu et al., 2007).
Além disso, a superexpressdo do receptor AT{ em midcitos induz hipertrofia e

remodelamento ventricular em camundongos (Paradis et al., 2000). Importante
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ressaltar que esses efeitos acontecem de forma independente dos efeitos sistémicos
associados aos componentes do sistema (Ainscough et al., 2009). No presente
estudo observamos grande aumento na area de secgdo transversal do midcito
cardiaco indicando hipertrofia. Essa hipertrofia pode em parte ser explicada pela
expressao aumentada do receptor AT1 e aumento da atividade da ECA no ventriculo
esquerdo. Porém, outros fatores devem estar envolvidos no desenvolvimento da
hipertrofia. Isso porque ndo observamos efeitos do carvedilol na regressado da
hipertrofia, mesmo havendo reducéo na expressao do receptor AT, e da atividade da

ECA no ventriculo esquerdo.

A expressao do receptor AT, foi aumentada apds o infarto. Porém, o tratamento com
carvedilol ndo alterou a expressdo desse receptor. Esse receptor é largamente
expresso na fase de desenvolvimento fetal, reduzindo rapidamente apds o
nascimento. Seus efeitos ainda ndo estdo muito esclarecidos, mas estudos tém
demonstrado agdes vasodilatadora, antiapoptotica e antiproliferativa (Steckelings et
al., 2010). Em trabalho realizado por Yan et al. (2003), os autores observaram que a
superexpressdo do receptor AT, restrita ao coragdo leva a hipertrofia ventricular,
progredindo para a dilatagao e insuficiéncia cardiaca. Esses efeitos podem ajudar na

explicacao da hipertrofia observada.

Alguns horménios tém forte agado hipertréfica no miocardio lesado. Um deles é a
aldosterona, que exibe forte efeito hipertroéfico sobre o miocardio. Okoshi et al.
(2004) mostraram em cardiomiocitos em cultura que a aldosterona induz hipertrofia.
Os niveis de aldosterona estdo elevados apos o infarto, assim como a expressao do
seu receptor no ventriculo esquerdo. A endotelina é outro fator que tem os niveis
aumentados precocemente apés o infarto e na insuficiéncia cardiaca (Stewart et al.,
1991). . Diante disso, podemos esperar que outros fatores como os citados acima
possam responder, em parte, por esse efeito hipertrofico observado nos dois grupos

infartados.

Outro mecanismo envolvido na hipertrofia ventricular é a tensdao na parede
ventricular causada pela dilatagdo excessiva da camara ventricular. De acordo com
a lei de Laplace, a carga no miocardio € dada pela razdo (pressao x raio)/(2 x

espessura). Assim, aumento na pressdo pode ser compensado por aumento na



110

espessura da parede ventricular. Litwin et al. (1991) mostraram que a indugao
farmacoldgica de hipertrofia cardiaca apdés o infarto em ratos compensa as
alteragbes hemodindmicas associadas a dilatagdo da cémara. Diante disso, é
possivel que frente a grande dilatacdo observada apds o infarto, esse mecanismo

hipertréfico seja algo compensatorio.
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5.6. Mortalidade apods o Infarto do Miocardio

No primeiro protocolo, avaliamos os efeitos do tratamento imediato com carvedilol (2
horas apds o infarto) sobre a mortalidade dentro das primeiras vinte e quatro horas
seguidas ao infarto. Essa mortalidade aguda tem como causa predominante as
arritmias ventriculares (Optiz et al., 1995; Leenen & Yuan, 2000). Apesar da
diferenca entre os grupos nao ter alcangado diferenca estatisticamente significante,
nota-se uma grande tendéncia a redugdo da mortalidade associada ao tratamento
com carvedilol, que nao foi significativa provavelmente pelo numero reduzido de
animais utilizados na analise e pelo pequeno numero de desfechos. Isto corrobora
os relatos disponiveis na literatura em que o tratamento com (-bloqueadores na fase
aguda do infarto reduz a incidéncia de arritmias ventriculares letais e portanto,
impacta sobre a mortalidade (Wislow et al.,, 1989; Paletta et al., 1989). Esse
protocolo nos orientou em optar por iniciar o tratamento apds o periodo critico de

desenvolvimento das arritmias.

A mortalidade € um desfecho importante a ser avaliado quando uma nova terapia &
experimentada no tratamento de doencas cronicas. E de se esperar que qualquer
intervencao que melhore a fungéo cardiaca apés o infarto tenha algum impacto na
sobrevida a longo-prazo. Em estudos experimentais, para que se possa avaliar a
mortalidade é necessario um numero bastante significativo de individuos alcangando
o desfecho. No presente estudo, a avaliagdo da sobrevida dentro dos 28 dias apds o
infarto pode ser considerada segura diante do elevado numero de animais que
utilizamos nos diversos protocolos, assim como o numero significativo de animais

que morreram ao longo do periodo de seguimento.

Uma série de fatores pode contribuir para a mortalidade apés o infarto. Um deles
sem duvidas € o grau de comprometimento da fungdo cardiaca nos animais
infartados. Como descrito anteriormente, esse € um fator importante uma vez que a
funcdo cardiaca esta debilitada apenas trés dias apds o infarto. Outro fator que
exerce importante impacto na mortalidade é a extensao da lesdo causada pelo
infarto. Como vimos, a extens&o do infarto nesse estudo foi em média 50%. Isso

contribui ndo s6 para a redugédo da fungao cardiaca, mas também no aumento do
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risco de ruptura do ventriculo esquerdo. Pfeffer et al. (1985) mostraram que a
mortalidade esta diretamente associada a extens&o do infarto, sendo bem evidente
em infartos de extensdo superior a 40% do ventriculo esquerdo. Esses fatores
ajudam a explicar a mortalidade observada ao longo do estudo. Além disso, a
mortalidade encontrada em nosso estudo é similar a descrita por outros autores
(Pfeffer et al., 1985; Sia et al., 2002; Betge et al., 2007; Wei et al., 2011).

Na clinica, varios estudos testando a eficacia do carvedilol na redugdo da
mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca foram interrompidos diante da
reducao importante da mortalidade (CIBIS-II Investigators, 1999; Packer et al., 1996;
Packer et al., 2001). O tratamento com carvedilol imediatamente apds o infarto do
miocardio em pacientes apresenta reducgao significativa da mortalidade tanto a curto
prazo (30 dias) quanto a longo prazo (1 ano) (Fonarow et al., 2007; The
CAPRICORN Investigators, 2001). N6s observamos reducao bastante expressiva na
mortalidade nos animais tratados com carvedilol. Essa mortalidade foi significativa ja
no sétimo dia apos o infarto. Alguns estudos disponiveis na literatura corroboram
com nossos achados. Por exemplo, estudo realizado por Hu et al. (1998) mostrou
que a administragdo de bisoprolol imediatamente apds o infarto em ratos reduziu a
mortalidade apos 8 semanas de seguimento. No mesmo trabalho, o inicio do
tratamento duas semanas apds o infarto ndo obteve efeitos satisfatorios (Hu et al.,
1998). Esse efeito evidencia a importancia dos efeitos agudos dos B-bloqueadores

impactando na mortalidade a curto prazo.

Semelhante ao observado no modelo de infarto do miocardio, o tratamento com 3-
bloqueadores aumenta a sobrevida em diversos outros modelos de disfuncéo
cardiaca (Watanabe et al., 2001; Watanabe et al., 2003; Bartholomeu et al., 2008;
Kobayashi et al., 2004; Watanabe et al., 2003). Porém, o carvedilol aumentou a
mortalidade dentro dos trés primeiros dias apds a oclusdo coronariana. A possivel
causa para esse efeito pode estar associada a reducdo excessiva da pressao

arterial causada pelo carvedilol nesse estudo (Sia et al., 2002).

Nao se pode atribuir a reducdo da mortalidade observada no grupo tratado com
carvedilol a alteragdes na extensao do infarto, ja que este parametro foi similar entre

0s grupos em todos os periodos avaliados. Porém, a melhora funcional associada
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com preservacdo dos parametros estruturais observada nos animais tratados com
carvedilol podem sim serem responsaveis pela redu¢gao na mortalidade. Fletcher et
al. (1985) mostraram que a dilatagc&o ventricular esta associada a reduzida sobrevida
ap6s o infarto. Esse efeito sobre a mortalidade foi evidenciado também por Pfeffer &
Pfeffer (1987) chamando a atengédo para possiveis intervengbes que impegam ou

retardem a progresséao da dilatagao ventricular apods o infarto.

Outro fator de fundamental importancia na determinagao da mortalidade é a baixa
tolerancia ao esforgo. Esse parametro reflete uma condigao global do animal. Como
ja foi discutido anteriormente, os animais infartados mostraram redugédo importante
da capacidade aerodbica, efeito que foi parcialmente revertido pelo carvedilol.
Estudos mostram associagao entre a tolerancia ao esforgo e a sobrevida e eventos
cardiovasculares em pacientes apos o infarto (Shaw et al., 2006; Valeur et al., 2007;
Honold et al., 2008). Os animais tratados com carvedilol apresentaram fungéo
cardiaca preservada, menor dilatacdo ventricular € maior resisténcia ao esforgco

aerobico.

A avaliacao retrospectiva dos animais que morreram durante o protocolo mostrou
gue esses animais ja apresentavam maior perda de peso corporal e menor ingestao
de agua e racgao trés dias apds o infarto comparados aos demais animais infartados
que sobreviveram aos 28 dias de acompanhamento. Esses dados estdo de acordo
com Faria et al. (2011), em que a perda de peso corporal e menor consumo de
racao e agua estao associados com maior deterioracéo da fungéo cardiaca em ratas
infartadas. Apesar da forte limitagcdo em tirar conclusbes desse pequeno grupo de
animais avaliados, fica bastante evidente que os fatores associados a mortalidade
estdo precocemente ativos apds o infarto. Isso reforga a idéia que as intervengdes

necessarias ao melhor prognéstico devem ser feitas ainda na fase aguda do infarto.
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6. CONCLUSAO

Concluimos com o presente estudo que o tratamento com carvedilol iniciado vinte e
quatro horas apds o infarto do miocardio esta relacionado a melhora hemodinamica
e estrutural, maior tolerancia ao esforgo fisico, menor deposicdo de colageno e
maior sobrevida. Nossos resultados mostram que esses efeitos estdo associados a
alteracbes alcancadas em uma fase muito precoce do remodelamento ventricular. O
presente estudo sinaliza para um possivel efeito do carvedilol na redugdo da
atividade do sistema renina-angiotensina no coragéo, contribuindo para atenuar os

efeitos do remodelamento apds o infarto em ratos.
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