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RESUMO

TRINDADE, Daniel de Castro. Influéncia do sistema renina-angiotensina periférico
e central no desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca em ratos. 2008. 45p
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

O infarto do miocéardio foi induzido em ratos pela oclusdo permanente da artéria
corondria esquerda em duas diferentes etapas. Na primeira, os ratos infartados foram
tratados (CAPoral, 2g/L agua) ou ndo (INF) com captopril por via oral imediatamente
apos o infarto e durante todo periodo do experimento (21 dias). Na segunda etapa, 0s
ratos infartados foram tratados com captopril (CAPicv, 2 pL — 25mg/mL/ 12-12 horas)
ou salina (SAL) intracerebroventricular (icv) durante cinco dias consecutivos. As
avaliacdes funcionais foram realizadas por eletrocardiograma (ECG) e ecocardiografia
(ECO) antes e ao final do experimento. O estudo comportamental de ingestdo de dgua
ou salina hipertdnica foi realizado em gaiolas metabdlicas individuais durante todo
periodo de inje¢des icv. A avaliacdo post-mortem foi realizada no final de cada etapa.
Os ECGs dos grupos INF, CAPoral, SAL e CAPicv apresentaram valores similares e
indicativos de presenca de infarto extenso do miocardio como: diminuicdo da amplitude
do indice QRS, presenca de onda Q em D1 e desvio do vetor QRS para direita. As
principais diferencas ao final do tratamento entre os grupos INF e CAPoral foram a
prevencdo do aumento da onda P no grupo CAPoral e a atenuacdo do desvio do vetor
QRS para direita. Em relacdo aos animais da segunda etapa, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos. No ECO realizado na primeira etapa, o grupo CAPoral
mostrou atenuacdo das dilatacGes do atrio e ventriculo esquerdos, melhora na fracéo de
ejecdo e normalizagdo do padrdo de enchimento ventricular analisados pela técnica de
Doppler. Na segunda etapa, 0 ECO mostrou que o tratamento com captopril promoveu
reducdo significativa da dilatacdo do ventriculo esquerdo e melhora do enchimento
ventricular. O estudo da ingestdo de fluidos mostrou que o grupo CAPicv apresentou
menor ingestdo de agua quando comparado ao grupo SAL. O consumo de salina
hipertdnica ndo foi significativamente diferente entre os grupos SAL e CAPicv. O grupo
CAPoral apresentou menor tamanho de infarto quando comparado ao grupo INF, o que
ndo foi observado no grupo CAPicv, que apresentou tamanho de infarto similar ao
grupo SAL no estudo histoldgico.

Palavras-chave: Infarto, Sistema renina-angiotensina, Captopril.



ABSTRACT

TRINDADE, Daniel de Castro. Influence of local and central renin-angiotensin
system in development of heart failure in rats. 2008. 45p Dissertation (Master
Science in Veterinary Medicine, Clinical Sciences). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2008.

The myocardial infarction was induced in rats by the permanent occlusion of left
coronary artery in two different parts. In the first, infarcted rats were treated (CAPoral,
2g/L water) or not (INF) with oral captopril immediately after infarct and the whole
experiment (21 days). In the second part, the infarcted rats were treated with captopril
(CAPicv, 2 pL — 25 mg/mL/ 12-12 hours) or saline (SAL) intracerebroventricular (icv)
during five consecutive days. The functional assessments were performed by electro
(ECG) and echocardiogram before and after the experiment. The behavior study of
water or hypertonic saline ingestion was performed in individual metabolic cages during
the whole period of icv injections. The post-mortem assessment was performed in the
end of each part. The ECG recorded from INF, CAPoral, SAL and CAPicv showed
similar and indicative values of large myocardial infarction: decrease of QRS index
amplitude, presence of Q wave in D1 and rightward deviation of the QRS axis. The
main differences in the end of the treatment between INF and CAPoral groups were the
prevention of P wave increase and attenuation in rightward deviation of the QRS axis in
CAPoral. In the second part, there were no significant differences in ECG exam
between infarcted groups. The ECO performed in the first part showed attenuation of
the left atrial and ventricular dilatation, ejection fraction improvement and
normalization of left ventricular filling only in CAPoral group. In the second part, ECO
also showed that captopril treatment induced significative attenuation of left ventricular
dilatation and improvement of ventricular filling similarly as captopril treatment by oral
route. The study of fluids ingestion showed that CAPicv group exhibited less water
ingestion if compared to SAL group. The hypertonic saline ingestion was not different
between SAL and CAPicv groups. CAPoral group exhibited smaller scar tissue if
compared to INF group. On the other hand, CAPicv group showed similar infarcted area
to SAL group in histological study.

Key-words: Infarct, Renin-angiotensin system, Captopril.
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1. INTRODUGCAO

A insuficiéncia cardiaca congestiva é caracterizada por acumulo de fluido nos tecidos,
resposta simpatica aumentada e regulacdo barorreflexa alterada. Apresenta-se como problema
importante e crescente no mundo atual e a espera de melhores estratégias terapéuticas que
resultem em maiores beneficios para os pacientes. Ela se caracteriza como um estado
fisiopatoldgico com mudancas na funcéo e arquitetura do coracdo, havendo uma reducédo das
funcgdes cardiovasculares e o surgimento de uma série de alteracGes sistémicas (FRANCIS et
al., 2002). Portanto, o entendimento desse processo se torna necessario pois os efeitos
produzidos ap6s a instalacdo do quadro pode levar dependendo de sua evolugcdo, a um pior
prognostico para o paciente (ZORNOFF et al, 2000). Assim, varias estratégias terapéuticas
vém sendo realizadas com o intuito de modular os mecanismos fisiolégicos compensatorios.
Um dos mais importantes desses, 0 SRRA (Sistema Renina Angiotensina Aldosterona), um
complexo sistema neuro-humoral que tem como uma das fun¢des manter normal a presséo
sanguinea e a perfusdo dos tecidos, quando ha uma queda do débito cardiaco. Entre as
estratégias empregadas atualmente, observam-se o uso dos inibidores do SRRA, como 0s
inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) e antagonistas de receptores de
angiotensina 1l (ARA), bem como o uso de bloqueadores dos receptores beta adrenérgicos e
0s nitrovasodilatadores, todas amplamente usadas no tratamento da insuficiéncia cardiaca
congestiva.

Utilizando um modelo classico de producdo de insuficiéncia cardiaca em ratos através da
ligadura de um ramo da artéria coronaria esquerda, foi testada a hip6tese de que o sistema
renina angiotensina central ou periférico influencie no desenvolvimento fisiopatolégico de
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC).

Objetivos:

a) Geral

e Estudar o papel do sistema renina angiotensina na progressao da ICC em ratos.
b) Especificos

e Avaliar a resposta do bloqueio periférico do SRA nos parametros morfofuncionais
cardiacos.

e Verificar a resposta do bloqueio central do SRA nos pardmetros morfofuncionais
cardiacos.

e Estudar a regulacdo hidroeletrolitica atraves da analise do comportamento ingestivo de
fluidos (agua e sodio) e relacionar tais parametros com a progresséo da IC no modelo
de tratamento central com um inibidor da ECA.



Justificativa:

O papel do sistema renina angiotensina no desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca
tem sido amplamente descrito. Porém, a importancia desse sistema sob o ponto de vista
das alteracdes funcionais detectadas pela eletrocardiografia e ecocardiografia necessita de
maiores esclarecimentos. Além disso, estudos que dao enfoque ao papel que o sistema
nervoso central exerce sobre esses mecanismos sdo raros na literatura. Portanto, esse
estudo se torna extremamente relevante ndo somente para contribuir com a caracterizagao
dos mecanismos neuro-humorais relacionados ao desenvolvimento da ICC como também
fornecer bases experimentais para a descoberta de novas estratégias terapéuticas.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas Gerais do Infarto Cicatrizado

O infarto do miocardio é caracterizado pela presenca de tecido fibroso formado apds a
fase da doenca isquémica. Estruturalmente, o miocérdio lesado se modifica e apresenta uma
cicatriz fibrosa neovascularizada transmural ou subendocérdica, constituida por uma densa
camada de fibras colagenas e fibroblastos (MALLORY et al., 1939; FISHBEIN et al., 1978).
O tecido miocardico sobrevivente pode também sofrer modificagdes anatomo-patoldgicas que
variam em intensidade devido a fatores estruturais e hemodinamicos que se instalam desde a
fase aguda. Estas modificacdes abrangem: hipertrofia, aumento da camara ventricular e, em
alguns casos, formagdo de aneurisma, caracterizando o chamado “remodelamento cardiaco”
(ELLIS et al., 1962; FACTOR, 1990; PFEFFER & BRAUNWALD, 1990). Pacientes com
infarto crénico do miocardio caracterizam-se clinicamente por apresentarem arritmias
ventriculares e insuficiéncia cardiaca, principalmente em infartos de grande extensdo, e
tornam-se vulneraveis a morte subita (JULIAN, 1989; MORRIS et al., 1990).

2.2 Insuficiéncia Miocardica

A insuficiéncia do miocéardio esta relacionada com diminuigdo da contratilidade. Pode
estar associada com doenca miocardica primaria (cardiomiopatia dilatada idiopatica) ou
doenca miocérdica secundaria (doenca cardiaca valvar ou congénita, tirotoxicose, deficiéncia
de taurina, doenca inflamatdria/infecciosa e infiltrativa). A insuficiéncia do miocardio causa
disfuncao sistélica e a ativacdo de mecanismos compensatdrios, aumentando o retorno venoso
para o coracdo. Os ventriculos devem obter um grande volume diastélico final a fim de
manter o volume de ejecgéo total (VET) relativamente normal. Assim, com a deterioragdo da
funcdo do miocardio (notado pela diminuicdo das fracdes de encurtamento e de ejecdo
observadas no exame ecocardiografico), os ventriculos aumentam progressivamente
(dilatacdo), de modo que o VET precisa ser mantido, ainda que a porcentagem de sangue a ser
ejetada (fracdo de ejecdo) esteja diminuindo. Uma grave dilatacdo do ventriculo esquerdo
causa deformacdo e dilatacdo do anel da valvula mitral, resultando em regurgitacdo mitral e
promovendo sobrecarga de volume nesse ventriculo. Uma vez que o limite compensatério da
hipertrofia por sobrecarga de volume é alcancado, ocorrerd 0 aumento do volume sanguineo
(associado com retencdo de sédio e agua) e do retorno venoso, causando aumento da pré-
carga cardiaca, caracterizando o quadro de ICC (insuficiéncia cardiaca congestiva). Nesse
caso, havera acimulo de fluidos nos tecidos, com aumento da pressdo hidrostatica, elevactes
das pressdes intra-atrial e intra-ventricular (FRANCIS et al., 2001; TILLEY & GOODWIN,
2002).

2.3 Modelo Experimental de Producdo de Insuficiéncia Cardiaca Através do Infarto
Cicatrizado do Miocardio

O modelo experimental de oclusdo da artéria coronaria em ratos foi descrito
primeiramente no ano de 1946 por Robert F. Heimburger, que estudava a revascularizacdo do
miocardio através de injecdo de substancias no saco pericardio. Oito anos mais tarde (1954),
Johns & Olson se preocuparam em descrever a mesma técnica com mais propriedade, dando
inclusive, detalhes sobre a distribuicdo das artérias coronarias em diferentes espécies de
animais de laboratorio e procurando estabelecer um modelo de infarto agudo do miocéardio
(IAM). Em 1959, Kaufman, Gava e Hill publicaram dados morfologicos e histoquimicos,



observados em ratos com IAM, obtidos pela técnica de oclusdo da artéria coronaria
descendente anterior; mas foi em 1978, com Fishbein et al. (1978), que este modelo
experimental ganhou grande contribuicéo, sendo até hoje um dos trabalhos mais citados como
referéncia para detalhamento da técnica.

2.4 Sistema Renina-Angiotensina na Fisiopatologia da Insuficiéncia Cardiaca

O entendimento atual da fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca vai além da faléncia
de bomba propriamente dita e, em consequiéncia desta, retencdo de sal e agua. Identificam-se
outros aspectos fisiopatologicos que estdo relacionados ao sistema neuroenddcrino: as
citocinas, a modificagdo do sistema imune, o remodelamento ventricular e a morte celular
programada. Todas essas alteracdes estdo envolvidas na génese ou na manutencdo da
descompensacdo cardiaca. Entre elas, a participacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico
(SNAS) e do sistema renina-angiotensina (SRA) é o que tem merecido maiores atencdo e
preocupacao e apresentando melhores resultados a intervencdes terapéuticas (FEITOSA &
CARVALHO, 2000).

Na patogénese da insuficiéncia cardiaca (IC) ainda é importante relembrar que a queda
da pressdo glomerular decorrente da diminuicdo do débito cardiaco, além de mecanismos
reflexos mediados por sistema nervoso autbnomo, via sistema barorreceptores, estabelece-se e
contribui de forma decisiva para a ativacdo do SRA e consequentemente do processo de IC.
Esse sistema, inicialmente adaptativo, serve para restaurar o débito cardiaco; porém, se torna
mal adaptativo no decorrer da evolucdo dessa sindrome (TILLEY & GOODWIN, 2002;
FEITOSA & CARVALHO, 2000).

Em resposta a diminuicdo do volume sanguineo efetivo que chega ao rim, a renina é
liberada pela méacula densa do aparelho justaglomerular renal. Na circulacdo, ela catalisa a
conversdo do angiotensinogénio (uma alfa globulina hepatica) em angiotensina | que, por sua
vez, sofreré a hidrélise pela enzima conversora de angiotensina (ECA), situada na superficie
do endotélio vascular, sendo convertida em um octapeptideo efetor (angiotensina Il). Para
exercer sua atividade bioldgica, a angiotensina Il liga-se preferencialmente ao receptor de alta
afinidade AT1 encontrado em uma grande variedade de tecidos. Assim, a angiotensina Il
exerce suas acdes, que vao além de seu grande poder vasoconstrictor. Um dos efeitos mais
conhecidos é o estimulo direto da reabsorcao de sodio no tibulo contornado proximal dos rins
e aumento da sintese/liberacdo de aldosterona pelas glandulas adrenais. Esse por sua vez,
contribui para a reabsorcdo tubular distal de sédio. A angiotensina Il também aumenta a
liberacdo de catecolaminas das terminagfes nervosas simpaticas, portanto, contribuindo para
0 aumento da contratilidade miocardica. A producdo exagerada crbnica de angiotensina Il
pode resultar em remodelamento dos vasos sanguineos e do coragdo, papel preponderante na
evolucdo do processo de insuficiéncia cardiaca (BERNE & LEVY, 2004; FEITOSA &
CARVALHO, 2000).

Embora o classico sistema renina angiotensina (SRA) plasmatico esteja envolvido
nesse processo, ha evidéncias de que a producado local com efeitos autocrinos e paracrinos da
angiotensina Il nos tecidos, especialmente o muscular cardiaco, por uma variedade de vias,
possa ser mais importante no remodelamento cardiovascular. Esse complexo sistema tem sido
identificado em varios tecidos, como coracgdo e cérebro, podendo a ECA catalisar a producédo
de angiotensina Il dentro desses. Essa formagdo intratecidual de angiotensina Il pode ser
fundamental na progressdo da doenca cardiaca. Adicionalmente, essas vias alternativas de
formacdo de angiotensina Il podem estar hiperativadas em situacdes patoldgicas, levando a
faléncia cardiaca sistolica (FEITOSA & CARVALHO, 2000).

Francis et al. (2001), publicaram um dos trabalhos mais interessantes dentre aqueles
qgue estudaram de forma seriada os aspectos neurohumorais na insuficiéncia cardiaca.
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Utilizando o classico modelo de ligadura da artéria coronaria em ratos, eles demonstraram que
a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo foi reduzida imediatamente 24 horas ap0s a cirurgia
a niveis compativeis com o processo de insuficiéncia cardiaca e se manteve inalterada apds a
segunda, quarta e sexta semanas. Por outro lado, o volume diastolico final ventricular
esquerdo (VDFVE) aumentou significativamente no primeiro dia e continuou aumentando
apos a segunda, quarta e sexta semana pds-infarto. Dentro dos limites impostos pelo aumento
do estresse de parede ventricular, este aumento de volume do VE trouxe efeitos
hemodinamicos benéficos no aumento do volume sistolico, a despeito da persistente queda da
fracdo de ejecdo. E claro que a ativacdo do SRA tem papel importante nesse processo devido
a sua conhecida participacdo no aumento da pressdo de enchimento da camara ventricular
esquerda, neste caso, ja dilatada.

Contudo, apds a segunda semana pos-infarto, houve uma correla¢do negativa entre a ativacao
do SRA (medida em termos de “atividade da renina plasmatica”) e a fracdo de ejecdo e mais
tarde (42, 5% e 62 semana) atingiu niveis baixos de ativacdo. Os autores ainda salientaram que,
neste modelo, o volume sistélico estabilizou-se em nivel maximo de compensagdo enquanto o
VDFVE continuou aumentando progressivamente na quarta semana pos-infarto. Assim, a
dilatagdo progressiva, na auséncia do aumento adicional do volume sistolico, determinou a
exaustdo do ganho compensatdrio produzido pelo remodelamento ventricular. Por fim, a
continuidade da ativacdo neurohumoral causou retencdo de fluidos e vasoconstriccdo
periférica, impondo ao sistema homeostatico caracteristicas malignas.

A dissociacgdo entre a dindmica ventricular esquerda e os indices neurohumorais na fase tardia
da ICC sdo bastante interessantes. Por exemplo, a atividade do SRA exerce um efeito
compensatério importante na fase inicial, porém tardiamente, quando ha dissociagdo entre o
VDFVE e volume sistolico, 0 SRA ndo responde. De modo similar, os niveis de VVasopressina
atingem valores elevados na 3% semana e se mantém estaveis durante todo o tempo de
observacdo, ndo aumentando adicionalmente, mesmo com o aumento progressivo da dilatacdo
do VE. Assim, o SRA e a vasopressina que contribuem para a retencdo de fluidos e para a
vasoconstriccdo ndo respondem pela transicdo da fase compensatéria inicial para a faléncia
cardiaca descompensada. Pelo contrario, no caso do SRA, existe uma estabilizagdo em baixos
niveis a partir da 3% semana pos-ligadura da artéria coronaria esquerda descendente anterior.
Os autores trabalharam também com os animais em gaiolas metabdlicas e ndo observaram
quaisquer alteracdes no processo de regulacdo hidroeletrolitica que explicassem a progressao
do aumento do volume do VE: a ingestdo de salina hipertonica, que reflete a ativagéo de
estruturas prosencefalicas tanto pela angiotensina 1l como pela aldosterona (JOHNSON &
THUNHORST, 1997) e de &gua, aumentaram na primeira semana pos-ligadura e se
mantiveram assim por todo o tempo (6 semanas). A excrecao de sodio e o volume de urina
(que reflete, dentre outros fatores, a influéncia periférica da vasopressina) se mantiveram
baixos também por todo o periodo, diminuindo também logo na primeira semana pés-
ligadura. Portanto, estas observacOes sugerem uma relativa insensibilidade aos efeitos dos
mediadores humorais ligados ao balanco hidroeletrolitico na insuficiéncia cardiaca. Por fim,
os autores concluem que a seqliéncia de eventos que levam a insuficiéncia cardiaca congestiva
descompensada ndo pode ser atribuida somente a eventos neurohumorais que ocorrem em
resposta ao insulto isquémico inicial, mas também a atuacéo tardia e sustentada do sistema
nervoso nesse processo. O aumento da atividade metabdlica hipotalamica, em particular do
nacleo paraventricular, um importante centro que recebe tanto influéncias descendentes
prosencefalicas como ascendentes do tronco cerebral, na ICC em ratos ja é bem descrito
(PATEL, 1997). Portanto, estudos complementares se tornam necessarios para verificar se
outros sistemas importantes exercem ac6es em situacGes de insuficiéncia cardiaca congestiva
em longo prazo.



2.5 Insuficiéncia Cardiaca e SRAA Central.

O sistema angiotensina central, o qual depende da acdo da ECA, regula varias funcbes
cardiovasculares por vias neurohumorais, mas a atividade desse importante sistema
permanece ainda pouco conhecida (SATO et al., 1998).

As respostas neuro-humorais da insuficiéncia cardiaca (IC) sdo classificadas em
periférica e central de acordo com a sua origem. Entre as respostas neurohumorais na IC que
necessitam do envolvimento de neurdnios do sistema nervoso central (SNC) estdo: i) o efeito
dipsogénico e o apetite por sodio, ii) liberacdo de adrenocorticotrofina (ACTH) e consequente
aumento do cortisol circulante, iii) liberacdo de vasopressina acompanhando retencdo de agua,
vasoconstriccdo e hiponatremia, iv) atividade simpatica exacerbada com niveis circulantes
elevados de noradrenalina. A resposta simpatica aumentada na IC é fortemente associada com
remodelamento ventricular e depressdo miocéardica, arritmias e vasoconstriccao.

A sindrome de IC é caracterizada por uma complexa interface entre estas respostas de
ativacdo neurohumoral central e periférica. Por exemplo, as respostas que podem ser
atribuidas a ativagdo de centros cerebrais cardiovasculares e autondmicos sdo estimulados por
peptideos liberados por tecidos periféricos e por estimulos sensoriais alterados provenientes
do sistema cardiovascular — todos consequiéncia de funcéo ventricular esquerda insuficiente.
Nesta consideracao, a resposta simpatica central e 0 SRAA periférico aparentam estar fechado
dentro de uma relagcdo de feedforward — a angiotensina Il formada no sangue age em
receptores AT1 em areas cerebrais prosencefalicas aumentando a atividade nervosa simpatica,
no qual por sua vez age nos rins para estimular a liberacdo de Renina, o que levard a um
aumento na producdo de angiotensina Il. Considerando a mediacao simpatica desses efeitos,
as acoes deletérias dessa estimulacdo na funcdo do VE estdo bem descritos. Portanto, apesar
das acbes aumentadas do SRAA na IC serem direcionados aos efeitos deletérios sobre a
funcdo do VE, ja é claro que a sinalizacdo cérebro-coragdo via mecanismos neuro-humorais é
também importante fator determinante do remodelamento apds processo de isquemia.

Uma outra hipotese ja considerada é a amplificacdo do SRAA na resposta simpatica,
induzida pelas citocinas formadas na circulacdo ap6s a inducdo de IC por isquemia,
fortalecendo mais uma vez a interagdo entre coragao-cérebro (FELDER et al., 2002)

As funcbes relevantes do hipotalamo e NPV (Ndcleo Paraventricular) e seus
envolvimentos com a patogénese da IC tem sido demonstrada por autores como Patel (1997,
2000) e Zang (1999). Pertinentes a sindrome de IC estdo os neurdnios do NPV que produzem
e liberam vasopressina e CRH (horménio liberador de corticotrofina) e aqueles que projetam
aferéncias nervosas para 0s principais centros de resposta simpatica, a medula rostral
ventrolateral e a coluna intermédio lateral da medula espinhal.

Neurbnios do NPV recebem e integram sinais ascendentes oriundos de regides
cerebrais relacionadas com pressdao e volume dentro do sistema cardiovascular e sinais
provenientes de regides incluindo 6érgdos circunventriculares da lamina terminal, no qual é
desprovida de barreira hemato-encefalica e, entretanto sdo ativados pela presenca de
peptideos neuroativos formados na circulagdo sanguinea. Nesse exemplo, a angiotensina
periféerica afeta secundariamente o neur6nio, via uma influéncia de neurdnios de 6rgéos
circunventriculares da lamina terminal. Entretanto, a angiotensina também pode ser produzida
dentro da barreira hemato-encefalica para ativar receptores AT1 em neurb6nios do NPV
(DAWSON, et al. 1998).

O Nucleo Paraventricular hipotalamico é considerado um sitio cerebral critico na
mediacdo de respostas neuro-humorais ao stress. E tido também como um principal efetor
para mecanismos prosencefalicos de regulacdo de fluido de volume extracelular e resposta
simpéatica. Zhang et al. (2002) mostraram que ratos com IC induzida por isquemia,



apresentaram atividade metabolica dentro do NPV muito aumentada. Estes pesquisadores
também concluiram em seus trabalhos que o bloqueio cerebral de receptores AT1 ou de
mineralocorticoides pode reduzir a resposta simpatica e melhorar a regulacdo barorreflexa da
atividade nervosa simpatica renal em ratos com IC. Além disso, para provar que a ativacao de
componentes prosencefélicos do SRAA aumenta a taxa de descarga de neurdnios do NPV na
IC, contribuindo para retencdo de volume e aumento de resposta simpatica, eles também
testaram essa hipdtese ap6s o bloqueio seletivo de diversos componentes especificos do
SRAA (ex: inibicdo da ECA,; receptores de Aldosterona e Angiotensina). Ambos losartan
(antagonista de receptor de angiotensina) e captopril (IECA) substancialmente e
transitoriamente reduziram a taxa de descarga de neurdnios do NPV e a pressdo arterial dos
animais tratados. Espironolactona (antagonista de receptor de aldosterona) também foi capaz
de reduzir a taxa de descarga neuronal do NPV, mas com uma maior laténcia e sem afetar a
presséo arterial.

2.6 Estratégias Terapéuticas Para o Controle da Insuficiéncia Cardiaca: Diferenca
Entre iECASs Periférico e Central e 0s ARAs.

Os inibidores da ECA causam vasodilatacdo mista por impedir a conversdo de
angiotensina | em angiotensina Il, sendo esta Gltima um potente vasoconstrictor. A reducao
nos niveis plasmaticos de angiotensina Il resulta na diminuicdo da vasoconstric¢do, assim
como na diminuicdo da atividade do Sistema Nervoso Simpético (SNS). Além disso, a
inibicdo da ECA reduz a sintese e secre¢cdo do hormonio aldosterona, levando a menor
retencdo de sodio e agua. Essas drogas, portanto, diminuem significantemente os sinais
clinicos da insuficiéncia cardiaca. Farmacos como o Enalapril, tém sido estudado
extensivamente em medicina e estdo aprovados para o uso em humanos e animais. Dentre 0s
efeitos benéficos dessas drogas podemos citar: diminuicdo da pressdo capilar pulmonar,
melhora do estado geral e aumento no tempo de sobrevida dos animais tratados (KALKMAN
et al., 1999). Estudos em gatos sugerem que os inibidores da ECA sdo efetivos no controle da
ICC associada a hipertrofia e outras formas de cardiomiopatia, notando em alguns desses
animas, uma significativa regressdo da hipertrofia concéntrica do VE (ventriculo esquerdo).
Independente da causa da insuficiéncia cardiaca, o tratamento com os iECA é iniciado
precocemente, ndo havendo indicacdo exata de quando se deve instituir a terapia. Ha
evidéncias que a terapia com inibidores da ECA em Dobermans pinchers retarda o surgimento
da ICC sintomatica (TILLEY & GOODWIN, 2002).

De acordo com Litwin et al., (1996) a avaliacdo da funcdo cardiaca pelo
ecodopplercardiograma revelou que ratos submetidos a insuficiéncia cardiaca e
posteriormente tratados com Captopril mostraram normalizagdo quase que completa nos
parametros de funcdo diastolica (analisados em termos de velocidade da onda E, tempo de
desaceleracdo da onda E e tempo de relaxamento isovolumétrico). O autor ainda conclui que o
tratamento de longa duracdo com a droga Captopril limitou modestamente o remodelamento
cardiaco e a disfuncéo sistdlica.

Kalkman et al (1999), concluiram que o tratamento iniciado precocemente (1-3
semanas pos instalacdo de insuficiéncia cardiaca) impediu a hipertrofia do 6rgdo, mas ndo o
crescimento vascular adaptativo e melhorou a perfusdo da regido viavel do miocéardio
esquerdo livre.

Também utilizando a terapia iniciada precocemente com Captopril, Hu et al (1998)
demonstraram uma reducdo na pré-carga cardiaca, mas ndo na dilatacdo. Além disso, 0 iECA,
mas ndo o Losartan (ARA), foi efetivo em impedir o aumento do peso do Ventriculo
Esquerdo (VE), parametro indireto de avaliacdo de hipertrofia cardiaca.



Shao et al (1999) estudando o efeito do Captopril administrado em tempos diferentes
em animais submetidos a infarto do miocéardio: precocemente (trés dias pds instalacao de IC)
e tardiamente (vinte um dias apos instalacdo de IC) verificou que ambos os protocolos
utilizados foram efetivos para reduzir a ascite e a congestdo pulmonar bem como, normalizar
as alteracdes nas pressdes diastolica finais e sistolica do VE.

Estudos realizados por Mcdonald et al (1997) mostraram que o tratamento com
Captopril ap6s um més de instalacdo de IC atenuou o aumento adicional do comprimento dos
cardiomidécitos no ventriculo esquerdo (VE), ventriculo direito (VD) e septo enquanto o
aumento no conteudo de hidroxipolina no VD e a tendéncia do aumento no VE observada nos
animais ndo tratados ndo foram afetados com a terapia. Assim, este trabalho demonstra que
mesmo a terapia tardia pode trazer bons resultados sob o aspecto da progressé@o da hipertrofia
do coracdo em animais com insuficiéncia cardiaca cronica.

Litwin et al., (1991) mostraram uma piora na funcdo cardiaca utilizando Captopril de
0-3 semanas apos a instalacdo de IC. Observou também um aumento da funcéo cardiaca com
o tratamento de 3 a 5 semanas pos IC.

Em um dos trabalhos mais citados na area de insuficiéncia cardiaca induzida por
infarto experimental em ratos, Pfeffer et al., (1995) mostraram melhora da sobrevida durante
0 periodo de um ano em ratos tratados com Captopril.

Os antagonistas dos receptores de Angiotensina Il (ARAS) realizam um bloqueio mais
completo das acdes cardiovasculares desse hormoénio. Uma diferenca em relacdo aos iECA
como ja mencionada anteriormente, é que os IECAs ndo bloqueiam a formacdo de
angiotensina Il pelas vias alternativas. Portanto, a quantidade desse peptideo permanece livre
para exercer suas acdes em ambos os receptores AT1 e AT2. Diferentemente, os ARAS
parecem promover um completo bloqueio da angiotensina |1, apenas nos receptores AT1, que
sdo responsaveis por mediar as a¢des mais conhecidas desse horménio. Assim, pelo fato de os
ARAs ndo bloquearem os receptores AT2, estes favorecerdo a atuacdo da angiotensina Il
nesses receptores, 0 que é sustentado pelo fato de que a angiotensina Il se acumula com o uso
crénico dos ARAs (CROZIER et al. 1995).

Em estudos, Crozier et al. (1995) demonstraram que 0s antagonistas de receptores de
angiotensina promoveram efeitos vasodilatadores, hemodindmicos e neuro-humorais
benéficos. Em um estudo maior, Pitt et al, (1997) demonstraram que pacientes tratados com
Losartan tiveram uma maior reducdo da taxa de mortalidade.

Estudos realizados por Zornoff et al., (2000) revelaram uma menor hipertrofia
cardiaca em relacdo aos animas ndo tratados com Losartan. Quanto a intensidade da dilatacéo
ventricular e o tamanho do infarto, ndo houve diferengas entre 0s grupos.



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais Estudados e Grupos Experimentais

No sentido de contemplar os objetivos propostos, este trabalho foi dividido em duas
diferentes etapas.

12 Etapa: Tratamento Periférico utilizando-se uma droga inibidora da Enzima Conversora de
Angiotensina (Captopril) diluida em agua de beber.

2% Etapa: Tratamento Central utilizando-se a mesma droga da etapa anterior, porém pela via
intracerebroventricular (icv).

Para a realizacdo da primeira etapa deste trabalho foram utilizados 24 ratos Wistar
provenientes do DCF (Departamento de Ciéncias Fisiologicas) da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, pesando entre 160 e 220 gramas quando incluidos no protocolo
experimental. Os grupos experimentais foram compostos de: animais falso operados (Grupo
Sham, n = 8) e animais submetidos a insuficiéncia cardiaca e randomicamente separados para
constituir os seguintes grupos: animais sem nenhum tipo de tratamento (Grupo INF, n =8) e
animais tratados com inibidor de ECA (Grupo CAPoral, n = 8).

Os animais desta etapa imediatamente apds a cirurgia foram mantidos em gaiolas
coletivas de plastico, recebendo racdo propria ad libitum e agua pura de beber para 0s grupos
SHAM e INF e a droga Captopril diluida em &gua para os animais do grupo CAPoral.

Para a realizacdo da segunda etapa foram utilizados 40 ratos Wistar também
provenientes do mesmo departamento e pesando entre 200 e 250 gramas quando incluidos no
protocolo experimental. Os grupos experimentais foram compostos de: animais falso
operados (Grupo Sham, n = 10) e animais submetidos a insuficiéncia cardiaca e
randomicamente separados para constituir os seguintes grupos recebendo injecdes diarias icv:
de Salina (Grupo SALINA, n = 15) e de Captopril (Grupo CAPicv, n = 15).

Os animais desta etapa foram mantidos em gaiolas metabolicas individuais,
alimentando-se ad libitum com racao prépria, &gua pura de beber e solucdo hiperténica (NaCl
1,8%) para os animais do grupo Sham e do grupo tratado centralmente (SALINA e CAPicv).

3.2 Producéo da Insuficiéncia Cardiaca

A insuficiéncia cardiaca nos animais foi produzida através da realizacdo de infarto do
miocardio (IM) de acordo com o método descrito por varios autores (HEIMBURGER, 1947;
JOHNS & OLSON, 1954; SELYE et al., 1960; FISHBEIN, 1978; PFEFFER et al., 1979) e
padronizado no laboratério de Farmacologia do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da
UFRRJ como descrito a seguir.

Apbs a pesagem, os ratos foram anestesiados pela inalagdo de Eter sulfirico em
camara anestésica e mantidos sob plano anestésico durante todo o procedimento cirdrgico.
Foram submetidos a tricotomia e anti-sepsia do hemitérax esquerdo com solucdo de &lcool
jodado a 70%. Foi realizada entdo uma incisdo cirurgica da pele com cerca de trés
centimetros, paralela a borda esquerda do esterno, ao nivel do impacto do ictus cordis. A
seguir, os musculos peitoral e transverso foram divulsionados para possibilitar a visualizacédo
das costelas e do ictus cordis. Posteriormente uma sutura em bolsa, atravessando camada
cutanea e muscular foi efetuada para possibilitar o rapido fechamento do térax apds a cirurgia.



Apds a toracotomia realizada entre o terceiro e quarto espaco intercostal, a artéria coronaria
esquerda principal foi identificada e ocluida por um ponto realizado entre a borda do atrio
esquerdo e a artéria pulmonar com fio cirdrgico de Nylon 6-0. O coragdo foi rapidamente
recolocado na cavidade toracica e o térax fechado. Para expansdo da cavidade toracica, foi
realizada ventilagdo pulmonar com amb( manufaturado, continuada até a estabilizagdo da
freqliéncia respiratdria espontanea dos animais.

No caso do grupo falso-operado (grupo Sham), o procedimento foi semelhante,
excetuando a etapa de ligadura da artéria coronaria.

3.3 Implantagdo de Cénula Intracerebroventricular (icv)

Uma semana apds a cirurgia de producdo de infarto, os animais foram submetidos
novamente a anestesia por injecdo intraperitoneal de 1 mL/Kg de peso corporal de uma
mistura de 50 mg/mL de Ketamina (Dopalen; Agribrands Purina do Brasil Ltda) e 5 mg/mL
de Xilazina (Rompum; Bayer As-Saude Animal) para implantacdo de canula
intracerebroventricular. A cabeca do animal foi sustentada em um aparato estereotdxico
(David Kopf Instruments®, Estados Unidos), e as coordenadas para atingir a regiao AV3V
utilizadas, tomando como referéncia o bregma, foram as seguintes: anteroposterior 0,5 mm;
profundidade 8,7 mm (FRANCIS et al., 2002).

3.4 AvaliacGes Funcionais
3.4.1 Estudo eletrocardiografico (ECG)

Para a realizacdo do estudo eletrocardiografico, os animais foram anestesiados por
injecdo intraperitoneal de 0,1 mL/100 g de peso de uma mistura de 50 mg/mL de
Ketamina (Dopalen; Agribrands Purina do Brasil Ltda) e 5 mg/mL de Xilazina (Rompum;
Bayer As-Saude Animal) e imobilizados em decubito dorsal sobre uma mesa de madeira
uma e trés semanas apds a cirurgia em ambas as etapas. Os quatro eletrodos para as
derivacdes do plano frontal foram conectados a fios de cobre desencapados em suas
extremidades. Uma das extremidades foi conectada ao eletrodo e a outra a agulhas
hipodérmicas, que por sua vez, foram inseridas subcutaneamente nas patas direita e
esquerda e na coxa esquerda como de costume, além da conexao da coxa direita que foi
ligada ao aparelho e deste a terra. O aparelho foi calibrado nas velocidades de 25 e 50
mm/s e a sensibilidade de 20 mm = 1mV. O posicionamento dos animais foi
rigorosamente padronizado para diminuir a variacdo dos registros entre eles, sobretudo
para os calculos dos vetores médios de despolarizacdo ventricular.

Os parametros avaliados foram: freqliéncia e ritmos cardiacos, amplitude da onda P, a
amplitude do complexo QRS, o vetor (&ngulo) médio da despolarizacdo no plano frontal, a
presenca de onda Q e sua amplitude em D1. Os parametros temporais foram medidos na
derivagdo D2, ao passo que o ritmo foi avaliado em todo o tracado. Para andlise da
amplitude da onda P, foi utilizado o parametro: presenca de ondas P superiores a 0,1 mV
nas derivacOes bipolares. A amplitude do QRS foi calculada pela soma algébrica das
ondas positivas e negativas, de uma mesma derivacdo, nas derivacBes bipolares e foi
denominada indice de amplitude do complexo QRS. O vetor de despolariza¢éo ventricular
no plano frontal (AQRS) foi obtido pela relacdo trigopnométrica dente D1 e aV/F, ou seja,
pelo calculo do arco tangente (aVF/D1) para os angulos 0 e 90° e arc tg (D1/aVF) para
angulos entre 90 e 180°, por exemplo.
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3.4.2 Estudo ecocardiografico
3.4.2.1 Preparacao dos animais

Ao final do tratamento oral (21 dias pés-cirurgia de producdo de infarto) e icv
(6 dias pds-implantacdo de canula intracerebroventricular) da primeira e segunda etapa
respectivamente do estudo, o exame ecodopplercardiografico foi realizado como ja
descrito pelo nosso grupo (OLIVARES et al., 2004), de forma seriada como
pormenorizado no protocolo experimental.

Apbés a anestesia, como j& descrito anteriormente para o0 estudo
eletrocardiografico, foi realizada a tricotomia desde a regido toracica até,
aproximadamente, o terco superior da regido abdominal e, em seguida, 0s animais
foram colocados em decubito lateral esquerdo ou dorsal para a realizacdo do exame.

3.4.2.2 O ecocardidgrafo

Os exames foram realizados em um equipamento comercialmente disponivel
(Megas — Esaote) que permite a obtencdo de imagens nos modos unidimensional e
bidimensional e andlise das velocidades de fluxo pelas técnicas de Doppler pulsado e
continuo, aléem do mapeamento de fluxo em cores. Os transdutores utilizados sdo do
tipo eletromecanicos na faixa de 5,0 a 10 MHz.

3.4.2.3 As imagens

Os cortes ecocardiograficos foram obtidos seguindo a nomenclatura da
Sociedade Americana de Ecocardiografia (SCHILLER et al., 1989). O animal foi
colocado entdo em decubito dorsal ou lateral esquerdo e as imagens longitudinais,
transversais e apicais foram sequencialmente obtidas. Os dados foram coletados no
momento do exame e posteriormente confirmados ap6s a digitalizacdo das imagens
representativas de cada animal.

3.4.2.4 As medidas

A analise ecodopplercardiografica foi realizada por um Unico observador
experiente da técnica, que desconhecia a procedéncia dos animais quanto aos grupos
experimentais aos quais eles pertenciam. As medidas realizadas no Modo-M,
orientadas pelo bidimensional, incluiram os seguintes parametros: geometria cardiaca
e as funcdes sistolica e diastolica do VE. Tais valores foram obtidos de acordo com o
padrédo da Sociedade Americana de Ecocardiologia (ASE) e descrito por Shan et al.
(1978). O diametro do atrio esquerdo e da aorta, os valores de espessura da parede
anterior e parede posterior do VE em diéstole e os didmetros diastélico e sistdlico
finais do VE foram determinados em milimetros no Modo-M.

3.4.2.5 Geometria do coragéo

Para a analise da anatomia cardiaca foram selecionados o0s seguintes
pardmetros que se seguem:
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Dimenséo do atrio esquerdo (AE) em mm.

Dimensdo da aorta (Ao) em mm.

Relacdo AE/Ao

Espessura da parede anterior do VE em diastole (PA) em mm.

Espessura da parede posterior do VE em diéstole (PP) em mm.

Espessura relativa da parede posterior (ERP): obtendo-se multiplicando por
dois a PP e dividindo pelo DDF (diametro diastolico final do ventriculo
esquerdo). Assim:

o o0 oW

ERP= (2XPP) /DDF

g. Espessura relativa da parede posterior calculada por outro método (ERP’):
obtendo-se somando PA + PP e dividindo por DDF (Didmetro diastélico final do
ventriculo esquerdo). O resultado final era multiplicado por 100. Assim:

ERP’= [(PA + PP)/ DDF] x 100
3.4.2.6 Funcao sistolica

Para a analise da funcdo sistdlica foram determinados: a fracdo de encurtamento do
VE (SF%) e a fracdo de ejecdo do VE obtida pelo método de Simpson (EF%):

a) Fracdo de encurtamento — A SF% foi calculada através da diferenca entre o
diametro diastolico final (DDF) e o diametro sistdlico final (DSF), dividida pelo
DDF e multiplicada por 100. Assim:

SF%= [(DDF — DSF)/ DDF] X 100

b) Fracdo de ejecdo pelo método de Simpson — Um outro parametro de funcgéo sistolica
utilizado foi a fracdo de ejecdo do VE (EF%), obtida pelos dois cortes bidimensionais do VE
(transversal e apical quatro cdmaras). Este método de calculo da fracdo de ejecdo € o
recomendado pela ASE, por ser o0 mais representativo dos métodos que avaliam a fracdo de
ejecdo em ventriculos com contratilidade heterogénea decorrente de infarto, cavidade
deformada (aneurisma), ou quando as avaliacdes a partir das medidas da porcdo basal nédo
representam a funcéo global do VE (SCHILLER et al., 1989). Além disso, € frequente na
literatura a utilizacdo desse método de avaliacdo da funcdo sistélica no modelo de ICC em
ratos (PRUNIER et al., 2002: BEL et al., 2003; YOOSHIYAMA et al., 2004). Assim, as
medidas necessarias para a estimativa dos volumes sistdlico e diastélico do VE foram obtidas
em cortes bidimensionais (transversal e apical 4 camaras) procurando se obter quase
ortogonal (60 a 90 graus). Com o método de Simpson modificado (SCHILLER et al., 1989) o
volume do ventriculo é calculado pelo somatério do volume de vérias fatias transversais
iguais, obtidas em cada um dos cortes bidimensionais. A partir destas imagens, um programa
de computador, utilizando formulas matematicas, estima os valores da fracdo de ejecdo. Este
método tem bons resultados, independentemente do tamanho ou da deformidade da camara.
Ap6s o contorno do VE, realizado manualmente através do cursor do aparelho
ecocardiografico, os valores da EF% foram obtidos no momento do exame.

3.4.2.7 Funcao diastolica
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No caso da funcdo diastolica, foram utilizados os indices derivados da velocidade de
fluxo diastélico mitral obtidos pela técnica de Doppler pulsatil. Tais indices compreenderam:

a) Onda E: maior valor da velocidade de fluxo inicial do enchimento ventricular.
b) Onda A: maior valor da velocidade de fluxo telediastolico mitral.

¢) Relacdo E/A: relacdo entre a velocidade méaxima da onda E e a velocidade maxima da onda
A. Os animais que apresentarem E/A acima de 3,0 foram classificados como: padrdo de
enchimento ventricular “restritivo” (LITWIN et al., 1994, 1995; TANAKA et al., 1996; HOIT
etal., 1997).

3.5 Tratamento Com As Drogas
3.5.1 Tratamento com a droga iECA captopril

Apos a recuperacdo da anestesia pds inducédo de insuficiéncia cardiaca, os animais do
Grupo CAPoral pertencentes ao estudo periférico receberam tratamento com Captopril em
po (produto manipulado — Drograria Moderna) diluido em agua de beber (dois gramas do
produto para cada litro de agua), conforme descrito por Pfeffer et al. (1987), Goy (1990),
Kalkman (1996) e Shoemaker (1996) e fornecido continuamente como Unica fonte de
agua até o término desta etapa do experimento (quatro semanas).

Nos animais pertencentes ao tratamento central (CAPicv - 22 etapa), ap6s a
recuperacdo da cirurgia de implantacao de canula intracerebroventricular, estes passaram a
receber injecBes diarias (12/12 horas) de 2 minutos com uma agulha de a¢o inox de 0,2
mm de didmetro em um volume de 2uL/rato de captopril (25 mg/mL) durante 6 dias apds
um periodo de adaptacdo de dois dias em gaiolas metabdlicas.

3.6 Estudo Post-Mortem
3.6.1 Avaliacdo da hipertrofia cardiaca (indice cardiaco)

A avaliacdo do indice cardiaco foi realizada em ambas as etapas pela medida do peso
do coracdo em miligramas e normalizadas pelo peso corporal do animal, em gramas, em
todos os grupos (FRANCIS et al., 2001).

3.6.2 Avaliacdo indireta da insuficiéncia cardiaca

Simultdneo ao estudo do indice cardiaco, foi realizado o estudo da insuficiéncia
cardiaca esquerda e direita também em ambas as etapas do estudo, medindo-se 0s pesos,
em miligramas, dos pulmdes e figado respectivamente, e normalizando-os pelo peso
corporal em gramas, em todos os grupos (PRUNIER et al., 2002).

3.6.3 Planimetria

Vinte e um dias pos-cirurgia de producdo de insuficiéncia cardiaca na 12 e 22 etapas, 0S
animais foram anestesiados com éter e sacrificados por deslocamento cervical para o
estudo anatomo-histopatoldgico.

Os coragdes foram retirados rapidamente, secados com papel de filtro, pesados para
avaliacdo do grau de hipertrofia e submetidos a avaliagdes planimétricas do infarto como
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descrito por Zornoff et al (1997). Posteriormente, foram fixados em formol a 10% para o
processamento histoldgico. Foram realizados a retirada dos atrios e um corte transversal
(aproximadamente 2 mm de espessura) na altura dos musculos papilares (6 mm do apice
para a base do érgdo) pelo fato deste ser o melhor representativo do tamanho do infarto
total (SPADARO et al., 1980).

Para o estudo histologico, foram realizados cortes transversais de cinco micrdémetros,
corados em lamina por meio de solugdo de Tricodmio de Gomori e utilizados para anélise
morfométrica através do Software ImageJ (Sun Microsystems Inc.California, USA). O
tamanho da cicatriz instalada ap6s o infarto foi obtido ap6s a determinagdo do percentual
desta nas superficies endo e epicardicas em relacdo a circunferéncia total do VE. O valor
medio do tamanho do infarto foi a média aritmética do tamanho da cicatriz presente no
VE.

3.7 Anélise Estatistica

A analise estatistica foi utilizada para a comparacdo dos resultados
apresentados pelos grupos experimentais. No caso de comparagdo envolvendo o
mesmo grupo em tempos diferentes, foi utilizado o Teste t de Student para grupos
pareados. No caso de comparacgédo entre dois grupos, foi utilizado o Teste t de Student
para grupos ndo pareados. Quando a analise envolveu mais de dois grupos, a analise
da variancia foi a de eleicdo. Para eventos do tipo sim ou ndo, por exemplo, a presenca
de onda P maior que 0,1 mV, o Teste exato de Fisher foi utilizado. Em todos os testes,
0 grau minimo de significancia considerado foi de 95% (P< 0.05) ou 99% (P< 0,01).
Quando o grau minimo de significancia foi atingido (P< 0,05), o pds-teste de Tukey
entdo foi realizado.

Todos os célculos foram realizados no computador, utilizando para tanto, o
programa GraphPad Prism (Versdo 4.0 , EUA). Os valores foram representados como
média £ s.e.m (erro padrao da média).
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4. RESULTADOS
4.1 1@ Etapa: Estudo Periférico
Estudo Funcional — Eletrocardiografia (ECG)
4.1.1 Determinacdo da frequiéncia cardiaca (bpm) no tracado eletrocardiografico

Os valores médios das frequéncias cardiacas dos grupos Sham, INF e CAPoral
uma semana imediatamente apos a cirurgia foram de: 277 + 8,49; 287 + 8,66; 258 +
10,3 bpm. Os valores médios trés semanas apos a cirurgia foram: 261 * 6,08; 293 +
11,6; 288 + 8,56 bpm (Quadro 1). Os valores médios da freqiiéncia cardiaca dos
animais do grupo tratado com Captopril entre as semanas zero e trés mostraram um
ligeiro aumento quando comparados entre si (P < 0,05). Porém, este parametro nao
deve ser considerado pelo fato de possivelmente o0s animais apresentarem
profundidades anestésicas diferentes durante o exame.

4.1.2 Avaliacdo da amplitude da onda P (mV) no tracado eletrocardiografico

A onda P no tracado eletrocardiografico (12 deflexdo positiva) caracteriza a
despolarizacdo de ambos os atrios, portanto, o aumento de sua voltagem sugere
hipertrofia atrial. Em ratos, tem sido demonstrado que esta amplitude néo é superior a
0,1 mV em animais normais (SANTOS & MASUDA, 1991).

Este estudo da 1% etapa mostrou que 50% dos animais submetidos a
insuficiéncia cardiaca do grupo INF apresentaram onda P > 0,1 mV (Quadro 1). No
grupo CAPoral, o tratamento com Captopril evitou 0 aparecimento de animais com
onda P > 0,1 mV trés semanas ap0s a cirurgia.

4.1.3 Avaliacéo do indice do complexo QRS no tracado eletrocardiogréafico

Os valores médios do indice do complexo QRS dos grupos Sham, INF e
CAPoral na semana zero foram de: 0,99 + 0,03; 1,08 + 0,10 e 1,11 + 0,06 mV. Os
valores trés semanas apds a cirurgia foram: 1,17 + 0,05; 0,57 £+ 0,06; 0,70 = 0,11 mV
respectivamente (Quadro 1). Os valores médios do grupo INF apresentam uma queda
significativa quando comparados nas diferentes semanas (P < 0,01). O grupo tratado
com Captopril também apresentou uma queda significante entre os valores nas
semanas zero e trés, porém, menores quando comparados aos valores do grupo nao
tratado (P < 0,01).

4.1.4 Avaliacdo do vetor médio de despolarizacdo ventricular no tracado
eletrocardiografico

Os valores médios do vetor médio de despolarizacdo ventricular nos grupos
Sham, INF e CAPoral na semana zero foram de: 69,82 + 3,47; 69,9 + 4,40 e 67,75 £
2,10°. Os valores trés semanas apés a cirurgia foram: 51,31 + 21,61; 153,3 + 6,01 e
1245 £ 7,89° (Quadro 1). Os valores méedios do grupo INF quando comparados entre
si nas semanas zero e trés apresentaram um aumento significativo do vetor médio de
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despolarizagdo ventricular (P < 0,01). O tratamento com Captopril parece, portanto ter sido
capaz de atenuar esse aumento do vetor entre as semanas zero e trés quando comparados entre
si e principalmente quando comparados aos animais ndo tratados (P < 0,01 e P < 0,05)
respectivamente (Figura 1).

- Sham (N =10)
- INF (N = 6)

180°

153.3°46.0° \ 0 0
W\ 51.31°+21.60
90° W N 67.75°+2.10°
(0] 0
124.5°+7 89° 60.81°43.47
69.90°+4.40

Figura 1 — Esquema representativo dos valores do vetor médio de despolarizacéo
ventricular. As setas interrompidas representam valores imediatamente antes da
cirurgia ao passo que as setas inteiras representam os valores 3 semanas apés o infarto
experimental. Note a atenuacdo do desvio do vetor para a direita no Grupo CAPoral
em comparacdo ao Grupo INF.
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4.1.5 Presenca e amplitude da onda Q (mV) na derivacdo D1 do tracado
eletrocardiografico

Os valores que indicam o nimero de animais onde foram encontradas ondas Q
e sua amplitude média nos grupos Sham, INF e CAPoral antes do infarto foram de: 0;
0 e 0. Os valores trés semanas imediatamente ap6s a cirurgia foram de: 3 e 0,02 £
0,01;6e0,19 +0,03; 9 e 0,14 + 0,03 mV respectivamente (Quadro 1).  Todos 0S
animais dos Grupos INF e CAPoral apresentaram onda Q em seus tracados
eletrocardiograficos na derivacdo D1 trés semanas pds-cirurgia, ocorrendo também
alta variacdo de sua amplitude quando comparadas com a semana zero em ambos 0S
grupos, o que € caracteristico de presenca de infarto crénico em ratos (SANTOS &
MASUDA, 1991). O valor médio da amplitude da onda Q dos animais do grupo
tratado com captopril foi nitidamente menor quando comparado ao valor dos animais
do grupo néo tratado (P < 0,01).
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Figura 2 - Eletrocardiogramas representativos de um rato do grupo ndo-tratado (INF)
imediatamente antes e 3 semanas apos o infarto experimental. Note a diminui¢do dos
complexos QRS em ambas as derivacbes (D1 e D2), desvio de vetor despolarizacao
para direita (complexo QRS negativo em D1), bem como o aumento da amplitude da
onda P na derivacao D2 sugerindo hipertrofia atrial.
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Figura 3 - Eletrocardiogramas representativos de um rato do grupo CAPoral,
imediatamente antes e 3 semanas ap6s o infarto experimental. Note que, apesar do
surgimento da onda Q em D1, caracteristica de infarto crénico em ratos, a diminuicéo
dos complexos QRS em ambas as derivacdes (D1 e D2) e 0 aumento da onda P em D2
ndo foi observado.
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Quadro 1 — Parametros eletrocardiogréaficos mais importantes dos animais na semana
zero e trés semanas ap0s a cirurgia de producdo de infarto nos diferentes grupos

estudados.
Grupos | Fc(bpm) | P>0,1 indice AQRS Onda Q Q-
mV QRS (graus) D1 amplitude
(mV)
Sham 277 0 0,99 + 0,03 | 69,82 + 3,47 0 0
Sem 0 8,49 0 1,17 + 0,05 | 51,31+21,61 3 0,02 + 0,01
(n=8) 261
Sem 3 6,08
INF 287 + 0 1,08+0,1 |69,9 +4,40 0 0
Sem 0 8,66 3 0,57+ 153,3 46,01 10,19+ 0,03
(n=6) 293+ 0,06
Sem 3 11,6
CAP 258  + 0 1,11+ 0,06 | 67,75 + 2,10 0 0
Sem 0 10,3 0 0,70+0,11"" | 124.5+7,89"" 9™ 0,14+
oral 288  + 0,037
(n=8) 8,56
Sem 3

Os dados sdo apresentados em média + desvio da média, P < 0,05 vs semana zero, "
P < 0,01 vs semana zero, T P < 0,05 vs grupo NT na semana trés.
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4.1.6 Estudo funcional — ecocardiografia (ECO)

Em todos os grupos estudados a freqliéncia cardiaca dos animais foi
constantemente monitorada durante o estudo ecocardiografico e ndo foi estatisticamente
diferente entre todos os grupos, variando de 250 a 300 batimentos por minuto sob anestesia
em ambos os periodos de observacdo. Os grupos mostraram valores ecocardiograficos
similares antes da cirurgia de producdo de infarto (Figura 4). Entretanto, o grupo INF
apresentou sinais claros de severa insuficiéncia cardiaca 21 dias apds a cirurgia de producéo
de infarto. A relacdo AE/Ao, o DDFVE e a proporcao E/A (fluxo transvalvar mitral) foram
aumentados, e a ERP (espessura relativa de parede) e FE% (fracdo de ejecdo) foram
diminuidas comparadas com o0 mesmo grupo antes da cirurgia e grupo Sham 21 dias apos a
cirurgia. N&o foram encontradas maiores mudancas em outros parametros do ECO.

A respeito do aumento significante na relacdo AE/Ao (Figura 4A) e DDVE
(Figura 1B) mostrado pelo grupo CAPoral, a EPP (espessura de parede posterior na diastole)
(Figura 4C) e a ERP (Figura 4D) ndo mudaram 21 dias ap0s o infarto. No entanto, o grupo
tratado com captopril exibiu uma atenuacdo da dilatagdo do atrio e ventriculo esquerdo
comparado com grupo INF depois do infarto.

Considerando a funcdo sistdlica, a fracdo de eje¢do dos animais tratados com a
droga captopril diminui significativamente apds o infarto, porém foi significativamente maior
que os animais infartados sem tratamento com captopril.

Os dados obtidos da analise Doppler foram os mais interessantes resultados
encontrados no grupo CAPoral. Este grupo mostrou uma proporcao de velocidade normal E/A
(E/A proporcdo < 3.0) comparada com os animais do grupo ndo tratado, no qual exibiram um
significante aumento nesse parametro 21 dias apos a cirurgia. (Figura 4F).
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Figura 4 — Parametros ecocardiograficos obtidos dos animais dos grupos SHAM, INF e
CAPoral antes e 21 dias ap0s a cirurgia de producdo de infarto. Proporcao do diametro atrio
esquerdo - artéria aorta (AE/Ao, A); Diametro diastolico final do ventriculo esquerdo
(DDFVE, B); Espessura de parede posterior na diastole (EPP, C); Espessura relativa de
parede (ERP, D); Fracdo de ejecdo (FE%, E) e proporcéo de velocidade E/A (E/A proporgéo,
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F). Os dados sdo apresentados em média + erro da média, *P < 0,05 e **P < 0,01 vs antes e *
P < 0,05 e P < 0,01 CAPoral vs INF.

Estudo anatomo-patoldgico
4.1.7 Avaliacéo do indice cardiaco

Os valores médios do indice cardiaco dos ratos dos grupos Sham, INF e
CAPoral ao fim do protocolo experimental do estudo periférico, foram de 3,17 + 0,04;
4,69 + 0,15 e 3,52 + 0,10 respectivamente (Quadro 2). O indice cardiaco dos animais
infartados (grupo INF) foi maior do que o observado para os animais do grupo Sham
(INF vs Sham, P < 0,01). Os animais que receberam tratamento com Captopril,
apresentaram valores reduzidos para os niveis observados no grupo controle (CAPoral
vs INF, P <0,01).

4.1.8 Avaliacéo do indice do pulméo

Os valores medios dos indices dos pulmdes dos animais dos grupos Sham, INF
e CAPoral ao fim do protocolo experimental do estudo periférico, foram de 6,90 £
0,33; 12,26 + 1,10 e 7,70 + 0,19 respectivamente (Quadro 2). O indice pulmonar dos
animais do grupo INF foi significativamente maior quando comparados aos animais
do grupo controle (INF vs Sham, P < 0,01). Nos animais pertencentes ao grupo que
recebeu tratamento com Captopril, os valores médios do indice pulmonar mostram-se
ligeiramente aumentados em relacdo ao grupo controle, porém, significativamente
menor que o valor médio dos animais infartados ndo tratados (grupo INF).

4.1.9 Avaliacdo do indice do figado

Os valores médios do indice dos figados dos animais dos grupos Sham, INF e
CAPoral ao fim do protocolo experimental do estudo periférico, foram de 38,60 +
1,53; 40,36 + 1,27 e 39,12 + 0,78 respectivamente (Quadro 2). Ndo houve diferencas
significantes entre os valores médios do indice do figado dos animais nos diferentes
grupos nessa etapa do estudo.

4.1.10 Determinacdo do tamanho do infarto do ventriculo esquerdo (VE)

Os animais do grupo Sham, como explicado anteriormente, sdo submetidos ao
mesmo procedimento cirlrgico que os outros grupos exceto a ligadura da artéria
coronaria esquerda para a inducdo do infarto. Portanto, esses animais nao
apresentaram infarto do miocérdio durante o estudo da histometria.

Os animais do grupo INF e do grupo CAPoral apresentaram valores médios de
porcentagem de infarto significativamente diferentes ao fim do protocolo experimental
de 49,70 + 524 e 22,33 + 6,19 % respectivamente (Quadro 2). Os valores
representados mostram que o tratamento com Captopril foi capaz de reduzir
significativamente o tamanho da cicatriz de infarto desses animais quando comparados
aqueles ndo tratados (CAPoral vs INF, P < 0,01).
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Sham

CAPoral

INF

Figura 5 - Cortes histolégicos de sec¢do transversa dos coracdes de ratos dos grupos
Sham, INF e CAPoral respectivamente. Note que os animais do grupo INF
apresentaram 36% de infarto do ventriculo esquerdo (VE), enquanto os animais
tratados com captopril apresentaram 21% de infarto do VE, sugerindo uma menor

deposicéo de tecido cicatricial nos coragdes desses animais.
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Quadro 2 - Valores médios dos indices viscerais e tamanho do infarto do ventriculo
esquerdo nos grupos Sham, INF e CAPoral.

Grupos | Indice Cardiaco indice do Indice do Figado | % Infarto
mg/g Pulméo mg/g VE
mg/g
Sham 3,17 + 0,04 6,90 + 0,33 38,60 + 1,53 0
INF 4,69+0,15 12.26 +1,10" 40,36 + 1,27 49,70 + 5,24
CAPoral 3,52+ 0,10" 7,70+ 0,19™ 39,12 + 0,78 22,33+6,19™

Os dados s&o apresentados em média + erro da média, ~ P < 0,01 vs Sham e 11 P <
0,01 vs INF.

4.2 22 Etapa: Estudo Central
Estudo Funcional — Eletrocardiografia (ECG)
4.2.1 Determinacao da frequiéncia cardiaca (bpm) no tracado eletrocardiogréafico

Os valores médios das frequéncias cardiacas dos grupos Sham, SAL e CAPicv
uma semana apos a ligadura da artéria coronaria esquerda foram de: 277 + 8,49; 436,7
+ 18,86 e 456,8 + 16,22 bpm. Os valores médios trés semanas apés a cirurgia foram:
261 * 6,08; 300,9 + 57,89 e 279,3 £ 64,73 bpm (Quadro 3). Os animais dos grupos
SAL e CAPicv apresentaram valores médios de suas freqiéncias cardiacas
aumentados quando comparados aos animais do grupo Sham na semana zero (P <
0,01).

4.2.2 Avaliacdo da amplitude da onda P (mV)

A frequéncia de animais que apresentaram onda p > 0,1 mV esta representada
no quadro 3. Na primeira semana, ambos os grupos infartados (SAL e CAPicv)
apresentaram animais com onda p > 0,1 mV. J& na terceira semana houve redugéo
deste parametro independentemente do tratamento com captopril icv.

4.2.3 Avaliacéo do indice do complexo QRS

Os valores médios do indice do complexo QRS dos grupos Sham, SAL e
CAPicv uma semana ap0s a cirurgia para ligadura da artéria corondria esquerda foram
de: 0,99 + 0,03; 0,79 £ 0,06 e 0,70 £ 0,04 mV. Os valores médios trés semanas apos a
cirurgia foram: 1,17 + 0,05; 0,56 £ 0,09 e 0,35 + 0,06 mV (Quadro 3). Os valores
médios dos grupos SAL e CAPicv apresentaram uma queda significativa na semana
trés quando comparados aos animais do grupo Sham (P < 0,05).
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4.2.4 Avaliacdo do vetor médio de despolarizacdo ventricular no tracado
eletrocardiografico

Os valores médios do vetor médio de despolarizacdo ventricular nos grupos
Sham, SAL e CAPicv uma semana apo6s a ligadura da artéria corondria esquerda foram
de: 69,82 + 3,47; 131,6 + 7,31 e 131,6 + 7,35°. Os valores trés semanas ap0s a cirurgia
foram: 51,31 + 21,61; 122,4 + 10,64 e 143,9 + 2,55° respectivamente (Quadro 3). O
estudo da 2% etapa mostrou que o0s animais do grupo SAL e CAPicv apresentaram
valores aumentados do vetor médio de despolarizacdo ventricular na semana trés
quando comparados aos animais do grupo Sham (P < 0,05). Os animais tratados com
captopril apresentaram valores inferiores quando comparados ao grupo ndo tratado
(SAL) na terceira semana, porém ndo estatisticamente sifnificantes.

4.2.5 Presenca e amplitude da onda Q na derivacéo D1

A freqliéncia de animais que apresentaram ondas Q em D1 e sua amplitude
média nos grupos Sham, SAL e CAPicv uma e trés semanas imediatamente apos a
ligadura da artéria corondria esquerda estd representada no Quadro 3. Como
observado, o tratamento com captopril icv ndo foi efetivo em normalizar tais
parametros.
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Quadro 3 — Parametros eletrocardiograficos mais importantes dos animais na semana
um e trés semanas apo6s a falsa cirurgia ou a producdo de infarto nos diferentes grupos

estudados.
Grupos Fc (bpm) P>0,1 indice AQRS Onda Q-
mV QRS (graus) QD1 | amplitude
(mV)
Sham 277 + 8,49 0 0,99+0,03 | 69,82+3,47 | 0em 10
Sem 1 261 + 6,08 0 1,17+0,05 | 51,31+21,61 | 3em 10 | 0,02 £ 0,01
(n=10)
Sem 3
SAL 436,7+18,86** 11 | 0,792+0,06 | 131,6+7,31 9em | 0,13+0,02
Sem 1 300,9+57,89 il 0,567+0,09" | 122,4+10,64" | 14** 0,16 +
(n=14) 2 8em 0,01**
Sem 3 Q**
CAP 456,8+16,22** 8 ** | 0,705+0,04 | 131,6+7,35 | 1lem | 0,11+0,01
Sem 1 279,3+64,73 4 0,358+0,06" | 143,9+2,55% | 12** 0,13+
icv 9em 0,01**
Sem 3 10**
(n=12)

Os dados sdo apresentados em média + desvio da média, P < 0,05 vs semana zero,
P < 0,01 vs Sham na semana zero, # P < 0,05 vs Sham na semana 3.
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4.2.6 Estudo funcional — ecocardiografia (ECO)

Também nesta etapa, em todos o0s grupos estudados a freqliéncia cardiaca dos animais
foi constantemente monitorada durante o estudo ecocardiografico e ndo foi estatisticamente
diferente, variando de 260 a 300 batimentos por minuto sob anestesia por todo o periodo de
observagdo. Os grupos submetidos a cirurgia de producédo de infarto (grupos SAL e CAPicv)
apresentaram sinais claros de insuficiéncia cardiaca 21 dias ap06s. A relacdo das dimensdes
internas atrio esquerdo — artéria aorta (AE/A0), o diametro diastolico final do ventriculo
esquerdo (DDFVE) e a proporcdo E/A foram aumentados. A espessura relativa de parede
posterior (ERP) e a fracdo de ejecdo (FE%) foram diminuidas quando comparadas com
valores normais dos animais nao infartados (grupo Sham) na 12 etapa do experimento (estudo
periféerico).

Em relacdo aos aumentos na proporcdo AE/Ao (Figura 6A) e da ERP (Figura
6C) dos animais infartados (grupos SAL e CAPicv), o tratamento com captopril ndo foi capaz
de exibir uma reducdo significativa desse parametro nos animais quando comparado ao grupo
ndo tratado. J& os valores obtidos do DDFVE (Figura 6B) mostrados pelo grupo CAPicv, 0
tratamento com captopril promoveu reducao significativa da dilatacdo em relacdo aos animais
n&o tratados, embora continuassem dilatados.

Considerando a funcdo sistolica, a fracdo de ejecdo dos animais infartados
(grupos SAL e CAPicv) diminui significativamente apds o infarto, sugerindo que o
tratamento com captopril icv, assim como na primeira etapa (tratamento oral), ndo normalizou
esse parametro significativamente.

Os resultados observados pela analise do Doppler mostraram que 0s animais dos
grupos infartados (grupos SAL e CAPicv) apresentaram aumento da proporcdo E/A (E/A
proporcao > 3,0). Porém, o grupo tratado com captopril icv reduziu significativamente a
frequéncia de animais apresentando esse padrdo de enchimento diastolico quando comparado
ao grupo nao tratado (Figura 6).

28



2=
10 *
2 H nf Sal
o —_0— — C—1Inf Cap
< £
x% 14 g
= w 5
2 Z
o a
oy a]
0< ; T 0
Ae/ao infsal Aelao inf.cap
Grupos Grupos
0.2+
I Inf Sal 60
1 Inf Cap . H Inf Sal
1 Inf Cap
o 40
& 5
% 0.1 € 30
X 20
10
0.0- 0
Grupos Grupos

Figura 6 — Parametros ecocardiograficos de remodelamento cardiaco dos animais dos
grupos SAL e CAPicv 20 dias apo6s a cirurgia de producdo de infarto. Proporcéo do
didmetro atrio esquerdo — artéria aorta (AE/Ao, A); Diadmetro diastolico final do
ventriculo esquerdo (DDFVE, B); Espessura relativa de parede posterior (ERP, C);
Percentagem (%) de infarto (D). P < 0,05 vs SAL.
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Figura 7 — Parametro ecocardiografico de funcdo sistélica dos animais dos grupos
SAL e CAPicv 20 dias apo0s a cirurgia de producdo de infarto. Fracdo de encurtamento
de area (FEA, E).
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Figura 8 - Parametro ecocardiografico de funcdo diastélica dos animais dos grupos
SAL e CAPicv 20 dias ap6s a cirurgia de producdo de infarto. Proporcdo de
velocidade E/A (E/A proporcéo, F). * E/A > 3,0 vs Sham.

Figura 9 - Ecocardiogramas na modalidade bidimensional transversal representativos de
animais do grupo Sham (A), SAL (B) e CAPicv (C). A figura mostra os contornos
aproximados da area interna do ventriculo esquerdo no momento da diéstole (LVVAd) e sistole
(LVAs) maximas. A escala das figuras foi mantida a mesma para facilitar a comparacao entre

31



as mesmas. Note a grave dilatacdo e a acinesia antero-lateral percebida apds a sistole no
animal infartado quando comparado ao Sham. O tratamento com captopril icv apesar de ndo
ter reduzido de forma consistente a dilatacdo, melhorou a cinética global do ventriculo
esquerdo neste animal.

SAL CAPicv

1.28 mfs

E

Ty

TP P VY %Y

Figura 10 - Ecodopplercardiogramas de fluxo transvalvar mitral de animais representativos
do grupo Sham, Infartado tratado com salina (SAL) ou captopril icv (CAPicv). Note o padréo
restritivo (aumento da onda E e auséncia da onda A) no grupo Salina. O tratamento com
captopril icv melhorou o padrdo de enchimento ventricular, como sugerido pela normalizacdo
do fluxo transvalvar mitral (relacdo E/A acima de 1 e abaixo de 3).
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Estudo comportamental
4.2.7 Ingestao de fluidos

A figura 11 representa a média de ingestdo diaria de fluidos (a4gua e salina
hipertdnica) durante 5 dias consecutivos nos grupos SAL e CAPicv. Note que o
tratamento icv com captopril reduziu significativamente a ingestdo de agua (20,56 *
4,40 vs 13,05 * 3,40 mL para SAL e CAPicv respectivamente, P < 0,05). Nao houve
diferencas entre os grupos em relacdo a ingestdo de salina hipertonica (5,20 + 1,70 vs
3,70 £ 1,20 mL para SAL e CAPicv respectivamente).

30+
N SAL

257 1 CAPicv
20

— %

154

10+

o ]
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Volume (mL)

Ingestdo de fluidos

Figura 11 - Média de ingestdo diaria de fluidos (agua e salina hipertonica)
durante 5 dias consecutivos nos grupos SAL e CAPicv. * P < 0,05 vs SAL.
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Estudo anatomo-patoldgico
4.2.8 Avaliacéo do indice cardiaco

Os valores médios dos indices cardiacos dos animais dos grupos Sham, SAL e
CAPicv ao fim do protocolo experimental do estudo central, foram de 3,45 + 0,07;
4,71 = 0,35 e 4,16 = 0,13 respectivamente (Quadro 4). Os animais do grupo SAL e
CAPicv apresentaram um indice cardiaco maior quando comparados aos animais
controle (P < 0,01). O grupo tratado com captopril apresentou valor médio do indice
cardiaco inferior quando comparado aos animais do grupo SAL, porém sem diferenca
estatisticamente significante.

4.2.9 Avaliacéo do indice do pulméo

Os valores médios dos indices dos pulmdes dos animais dos grupos Sham,
SAL e CAPicv ao fim do protocolo experimental do estudo central, foram de: 4,85 £
0,18; 7,41 £ 1,52 e 5,75 + 0,38 respectivamente (Quadro 4). Os animais dos grupos
SAL e CAPicv apresentaram valores dos indices dos pulmdes significativamente
superiores quando comparados aos animais do grupo controle (P < 0,05). Os animais
tratados com captopril apresentaram valor médio do indice do pulméo reduzido em
relacdo ao grupo SAL, porém nao significante estatisticamente.

4.2.10 Avaliacao do indice do figado

Os valores médios dos indices dos figados dos animais dos grupos Sham, SAL
e CAPicv ao fim do protocolo experimental do estudo central, foram de: 37,10 + 1,61;
35,47+ 1,21 e 34,35 + 2,59 protocolo respectivamente (Quadro 4). Também ndo houve
diferencas estatisticamente significante dos valores do indice do figado dos ratos nos
diferentes grupos nessa etapa do experimento. Provavelmente, a disfungéo ventricular
direita ndo foi significativa a ponto de induzir a uma congestdo sistémica e
consequentemente a um aumento do peso hepéatico pelo menos no tempo desse estudo.

4.2.11 Determinacéo do tamanho do infarto do ventriculo esquerdo (VE)
Os valores médios do tamanho do infarto dos animais dos grupos Sham, SAL e
CAPicv ao fim do protocolo experimental do estudo central estdo representados no

quadro 4. Como observado, o grupo CAPicv ndo apresentou diferenca significativa do
tamanho do infarto em relacdo ao grupo SAL.
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0,5cm

Figura 12 - Cortes transversais de trés coracOes de ratos representativos dos grupos Sham
(A), SAL (B) e CAPicv (C). Note a presenca de cicatriz fibrosa (corada em azul) no
ventriculo esquerdo (VE) de ambos os coracles infartados. Apesar de menos extensa no
animal tratado centralmente com captopril (C), isto ndo se refletiu na analise estatistica entre
0s grupos. Coloragéo de tricomio de gomori.
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Quadro 4 - Apresentacdo dos valores médios dos indices viscerais e tamanhos do

infarto do ventriculo esquerdo nos grupos Sham, SAL e CAPicv.

Grupos | Indice Cardiaco | Indice do Pulma&o | Indice do Figado | % Infarto VE
mg/g mg/g mg/g
Sham 3,45 + 0,07 4,85+ 0,18 37,10 £ 1,61 0
SAL 4714035 7,41+152 35,47 +1,21 50,60 + 7,34
CAPicv 4,16 +0,13" 5,75+ 0,38 34,35 + 2,59 38,58 + 6,05

Os dados séo apresentados em média + erro da média * P < 0,05 e ** P <0,01 vs
Sham.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSOES
5.1 1@ Etapa: Estudo Periférico

O sistema renina-angiotensina (SRA) local ou periférico tem sido considerado
de longo tempo responsavel por remodelamento cardiaco e disfuncdo ventricular.
Nesta etapa do estudo nds avaliamos o papel do SRA no remodelamento e funcéo
cardiaca de ratos com infarto do miocardio pela inibicdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) imediatamente apés a cirurgia. Os dados funcionais apresentados
nessa etapa reforcam as evidéncias que o SRA representa um importante papel no
processo de cura. Os parametros Eletro e Ecocardiograficos dos animais tratados com
captopril melhoraram significativamente quando comparados aos animais nao
tratados, sugerindo um envolvimento direto e/ou indireto do SRA na cadeia de eventos
que levam a insuficiéncia cardiaca.

De acordo com os dados funcionais, o exame histolégico confirmou que o
bloqueio do SRA foi efetivo para diminuir a formacao de tecido cicatricial e dilatacdo
do ventriculo esquerdo, tdo comumente chamada como “remodelamento cardiaco”. Ao
passo gque alguns estudos como Lapointe et al. (2002) deram suporte a estes achados,
diversos outros ndo mostraram efeitos marcantes na fibrose depois do tratamento
imediato com drogas inibidoras da ECA (iIECA) comparado com animais nao tratados
(NELISSEN-VRANCKEN et al., 1998; SHAO et al., 1999; ZORNOFF et al., 2000).
A nossa hipdtese € que esses dados controversos poderiam ser explicados por
diferencas na selecdo dos iECA, isto €, propriedades farmacoldgicas como distribuicdo
tecidual (KEILANI et al., 1995), no qual poderia inibir algum sistema renina-
angiotensina local enquanto deixaria outros relativamente intactos, dose ou vias de
administracdo da droga e diferencas no tamanho do infarto induzidas pelo
procedimento cirdrgico. Embora diversos trabalhos terem avaliado o efeito de
inibidores da ECA em coracg0es de ratos infartados, esses dados controversos mostram
que o verdadeiro papel do sistema renina-angiotensina no remodelamento e funcéo
cardiaca nesse modelo esta longe de ser entendido.

A insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) também foi prevenida como
mostrada no estudo post-mortem: diminuicdo do indice pulmonar e auséncia de efusao
pleural em todos os animais tratados com captopril quando comparados com 0s
animais ndo tratados. Apesar do aumento do atrio esquerdo mostrado pelos ratos do
grupo CAPoral depois da cirurgia, ele foi ainda significativamente menor que o
apresentado pelos animais infartados néo tratados (grupo INF) no mesmo tempo.

Curiosamente, a onda P > 0,1 mV em D1, um parametro eletrocardiogréafico
com alta frequéncia de ocorréncia em ratos infartados como descrito neste e em outro
estudo (SANTOS & MASUDA, 1991), néo foi observado em 50% dos ratos tratados.
Em um estudo prévio, usando o mesmo modelo de infarto do miocardio em ratos, a
angulacdo do vetor médio de despolarizacdo ventricular (AQRS) foi um importante
parametro eletrocardiografico (ECG) alterado no grupo infartado (A. MIRANDA,
dados ndo publicados). Todos os animais infartados tiveram angulos maiores que 92
graus e esta alteracdo se mostrou presente desde o primeiro dia poés-infarto,
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permanecendo inalterada até o ultimo dia do experimento (28 dias de cirurgia). Alem
disso, a presenca de onda Q em D1 foi outro importante parametro do ECG. Houve
uma correlacdo entre a medida da onda Q um dia pos-cirurgia e tamanho do infarto
sugerindo que o ECG gravado nesse tempo poderia estimar o tamanho do infarto. Por
esta razdo, foram excluidos dessa etapa dois animais (um do grupo INF e um do grupo
CAPoral) dos quais mostraram pequena (ou ndao mostraram) onda Q em D1 um dia
pos-infarto. Foi pensado em minimizar ou abolir a maior limitacdo do modelo de
infarto induzido pela ligadura da artéria coronaria, isto €, a grande variedade do
tamanho do infarto. Entretanto, o fato que aqueles animais tratados com captopril
apresentaram menor tamanho de infarto que os ratos ndo tratados poderia estar
atribuido ao efeito do captopril e ndo a heterogenicidade do modelo. Considerando 0s
principais sinais eletrocardiograficos de grandes infartos do miocardio em ratos, a
onda Q em D1 e o desvio para direita do eixo frontal QRS (SANTOS & MASUDA,
1991; OLIVARES et al., 2004), o tratamento com captopril atenuou ambas a
amplitude da onda Q em D1 e a angulacdo do vetor médio de despolarizacdo
ventricular, até mesmo com a presenca de onda Q em 100 % dos ratos tratados. Se
esses achados sdo explicados pelo pequeno tamanho de infarto apresentado por este
grupo, futuros estudos precisam ser realizados. De qualquer forma, o ECG foi
considerado importante para detectar a verdadeira contribuicio do SRA no
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca induzida por infarto do miocardio em ratos.

A ecodoplecardiografia mostrou que o tratamento com captopril iniciado na
fase inicial de remodelamento cardiaco e continuado até o fim do experimento, ndo
restaurou totalmente a competéncia funcional sistélica dos coragdes de ratos
infartados, mas normalizou a funcdo diastélica como sugerido pela normalizacdo da
proporcdo de velocidade E/A (valores normais: 1< proporgéo E/A < 3), OLIVARES et
al., 2004). Esses dados sdo similares aqueles relatados por Litwin et al. (1996).
Entretanto, os dados apresentados sugerem que o SRA foi mais relevante em uma
cadeia de eventos que levam ao remodelamento cardiaco e consequentemente a
disfuncdo diastolica que afetam diretamente a performance sistélica. Este atraso pode
resultar de diversos outros mecanismos como a perda de tecido cardiaco e 0 aumento
da resposta neurohumoral envolvida na disfungéo cardiaca (FRANCIS 1985).

Os dados nesta etapa sugerem que 0 sistema renina-angiotensina induz
mudancas morfoldgicas e funcionais em coracgdes de ratos pos-infartados podendo ser
avaliados por exames ndo invasivos.

5.2 22 Etapa: Estudo Central

Apesar de se conhecer muito pouco sobre a verdadeira funcdo do SRA
centralmente, jA& somos capazes de entender que esse importante sistema neuro-
enddcrino esté diretamente envolvido em um grande numero de respostas adaptativas
principalmente em parametros cardiovasculares no organismo. Nesta etapa do estudo
nos avaliamos o papel do SRA pela inibicdo central da enzima conversora de
angiotensina (ECA) sobre a ingestdo de fluidos e no remodelamento e funcéo cardiaca
de ratos submetidos a infarto do miocardio. Os resultados das avaliacdes funcionais
realizadas em animais com e sem tratamento com captopril, apresentando insuficiéncia
cardiaca, reforcam o envolvimento do SRA central no processo patoldgico. Em
relacdo a atividade elétrica do coracdo, notou-se que o tratamento com captopril icv
ndo foi capaz de atenuar significativamente as alteragdes nos principais parametros
eletrocardiograficos (IQRS, AQRS, Onda P > 0,1 mV e presenca/amplitude da onda Q
em D1) estudados em relacdo aos animais ndo tratados; talvez a inibicdo desta via ndo
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seja capaz de influenciar significativamente esses resultados, pelo menos no protocolo
utilizado (dose, via, tempo, etc). Por outro lado, os parametros ecocardiograficos dos
animais tratados com captopril icv mostraram melhora significativa quando
comparados aos animais nao tratados, sugerindo um envolvimento direto e/ou indireto
do SRA na cadeia de eventos que finalmente levam a insuficiéncia cardiaca. Nessa
avaliacdo funcional, o tratamento icv com captopril iniciado na fase do remodelamento
cardiaco até o fim da etapa central (20 dias) apesar de ndo ter melhorado a
performance sistolica, normalizou a funcéo diastélica dos animais infartados. Os dados
que corroboram esta hipotese foram: os menores valores do DDFVE (diametro
diastdlico final do ventriculo esquerdo) e um menor nimero de animais apresentando
proporcdo E/A > 3,0 quando comparados ao grupo ndo tratado (grupo SAL). De
acordo com trabalho ja descrito pelo nosso grupo, os valores normais de padrdo de
enchimento ventricular analisados em termos de propor¢cdo E/A esta entre 1,0 e 3,0
(OLIVARES et al., 2004). Esses resultados sugerem entdo que o tratamento central
com captopril icv induziu a mudangas morfoldgicas que devam ter induzido a melhora
das propriedades diastolicas (lusitropismo). Diferente do tratamento oral (primeira
etapa), o tratamento central ndo foi eficaz em melhorar significativamente a funcéo
sistélica, pelo menos com o protocolo utilizado. Se o bloqueio central do SRA é capaz
de melhorar consistentemente a funcdo cardiaca, estudos futuros precisam ser
realizados.

No estudo post-mortem, o exame histolégico mostrou que o bloqueio do SRA
central ndo foi capaz de diminuir significativamente os valores do tamanho do infarto
do ventriculo esquerdo dos animais tratados com captopril icv em relacdo aos animais
ndo tratados.

O processo congestivo instalado ap6s a cirurgia de producdo infarto mostrou
ndo ter sido prevenido pela inibicdo central da ECA, como sugerido pelos dados da
patologia: aumento dos indices do coracdo, pulméo e figado nos animais infartados
independentemente do tratamento com captopril icv. Os dados ecocardiogréaficos ja
anteciparam esta hipétese, isto é, ndo houve reversdo no aumento do atrio esquerdo do
grupo CAPicv quando comparado ao SAL.

Curiosamente na semana trés pos-infarto, o nimero de animais apresentando a
onda P > 0,1 mV nas derivacGes bipolares reduziu drasticamente tanto nos animais
tratados como também naqueles ndo tratados. Esses dados sugerem que
independentemente do tratamento com captopril, os animais infartados revertem
espontaneamente esse parametro, e que este ndo possui valor preditivo para avaliagcdo
do processo congestivo. Estudos futuros de correlacdo envolvendo um maior nUmero
de animais sd0 necessarios.

No estudo comportamental, foi testada a hipdtese de que a inibicdo central da
ECA seria capaz de bloguear os efeitos dipsogénico e natriurexugénico mediados pela
ativacdo angiotensinérgica, como ja descritos (FRANCIS et al., 2000). O protocolo
utilizado mostrou que o tratamento com captopril icv durante cinco dias consecutivos
foi capaz de inibir a ingestdo de agua, mas ndo de salina hipertdnica.
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