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RESUMO

Mazzo FRR. A diminuicdo da perfusdo e o dano subendocardico resultam
em disfuncdo do ventriculo esquerdo na fase aguda da fistula aorto-cava
[dissertagdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2011, 54p.

Recentemente demonstramos o desenvolvimento de fibrose na regido
subendocaérdica (SE) do ventriculo esquerdo (VE) em resposta a sobrecarga
de volume na fistula aorto-cava (FAC) crénica. A pressdao de perfusédo
coronariana (PPC) associou-se com fibrose SE e com disfuncdo do VE
subsequentes, sugerindo ser o hipofluxo um dos mecanismos envolvidos no
remodelamento ventricular.O remodelamento agudo do VE apés FAC ainda
€ desconhecido. O objetivo deste estudo foi investigar a perfusdo e o
remodelamento cardiaco nas fases agudas apés FAC e as possiveis
implicagbes resultantes sobre a funcdo do VE. Ratos Wistar foram
submetidos a cirurgia ficticia (sham) ou a FAC e examinados em 3 periodos
de seguimento: 1, 3 e 7 dias. Medidas hemodinamicas sistémicas e do VE
foram realizadas para calcular a PPC e determinar a fungdo do VE. Cortes
teciduais do coracao foram submetidos a coloracdo com HE e Sirius red. A
necrose de miécitos, o infiltrado leucocitario e a fracdo de volume de
colageno foram determinados. O fluxo miocéardico, estimado por
microesferas coloridas, a atividade de mieloperoxidase (MPO), a expressao
de citocinas e a atividade de metaloproteinase-2 (MMP-2) foram
determinados ao final de cada seguimento, todos examinados em duas
regides distintas do VE: SE e ndo SE. Comparados a sham, os grupos FAC
apresentaram (média * desvio-padrao, P <0,05) menores pressdes
sistémicas no dia 1 (PAS: 11616 vs. 88+17; PAD: 84413 vs. 51219 mm
Hg/s), no dia 3 (PAS: 12114 vs. 83+28; PAD: 9215 vs. 46£21 mm Hg/s) e no
dia 7 (PAS: 12216 vs. 96+21; PAD: 9316 vs. 66£21 mm Hg/s); maior pressao
diastdlica final do VE no dia 1 (7£3 vs. 156 mm Hg/s), no dia 3 (7£3 vs.
183 mm Hg/s) e no dia 7 (7£3 vs. 18t5 mmHg/s); menor PPC no dia 1
(7714 vs. 37£18 mmHg/s), no dia 3 (865 vs. 29+20 mmHg/s) e no dia 7
(8616 vs. 48+19 mmHg/s). Menor funcgéo sistdlica e diastélica do VE no dia
1 (+dP/dt: 789814045 vs. 5828+2262; -dP/dt:.. 66261717 vs 47281863
mmHg/s) e no dia 7 (+dP/dt: 792412317 vs. 4564+2044; -dP/dt: 6435+1302
vs. 475011442 mmHg/s). Houve maior necrose de miocitos no dia 1 no SE
(11415 vs. 20818) e no ndo SE (2713 vs. 42+10) e no dia 3 no SE (82+12 vs.
148+31) e no nao SE (213 vs. 3116); maior infiltrado leucocitario no dia 1
no SE (4815 vs. 84+13) e no ndo SE (334 vs. 40£6), no dia 3 no SE (4810
vs. 117£13) e no ndo SE (4116 vs. 65+8) e no dia 7 no SE (33%5 vs. 5016) e
no ndo SE (2716 vs. 38x7); maior fibroplasia no dia 3 no SE (11+ 2,6 vs



26x10) e no dia 7 no SE (11+2,3 vs 47+11); maior fibrose no dia 1 no ndo SE
(1,2£0,2 vs. 1,710,5), no dia 3 no SE (1,7+0,3 vs. 5,440,1) e no ndo SE
(1,4£0,3 vs. 1,8+0,3) e no dia 7 no SE (1,8+0,4 vs. 10,3£2,3) e no ndao SE
(1,7£0,1 vs. 2,8+0,7). O fluxo miocardico total no dia 7 foi menor, mais
intensamente no SE do que no ndo SE (6.7£1.2 vs. 2.7+1.6 e 7.5£1.3 vs.
4.8+2.6 mL/min/g). Houve maiores niveis de IL-13 no SE e ndo SE no dia 1
(10504145 vs. 4225792 e 1070+138 vs. 40841359 pg/mg); de TNF-a no
SE no dia 3 (14154447 vs. 2037+200 e 13871279 vs. 14121301 pg/mg) e IL-6
no SE no dia 7 (34991397 vs. 49551429 e 36531331 vs. 42971743 pg/mg).
No grupo FAC, os animais com PPC <60 mmHg comparados aqueles com
PPC >60 mmHg apresentaram maior atividade de MMP-2 no SE e no néao
SE no dia 1 (69.1+7 e 66.1+£7.0 vs. 13.2+4.0 e 11.2+3.4 %), no SE no dia 3
(104.7+£39.5 e 22.349.0 vs. 26.3£11.3 e 11.5+2.7 %) e no SE do dia 7
(60.5£12.7 e 48.714.2 vs. 29.248.0 e 6.7t5.8 %). A PPC apresentou
correlacao direta e significativa com o fluxo do SE (R=0,65), e com o fluxo do
ndo SE (R= 0,62). O fluxo do SE, porém ndo o do ndo SE, apresentou
correlagao direta e significativa tanto com a +dP/dt (R=0,62) quanto com a —
dP/dt (R=0,67). A PPC apresentou correlacao inversa e significativa com a
MMP-2 no dia 1 (R=0,86), no dia 3 (R=0,88) e no dia 7 (R=0,93).
O remodelamento cardiaco apdés FAC aguda caracteriza-se por dano
isquémico no SE, resultante da queda da perfusao e implica em disfuncao
precoce do VE.

Descritores: 1.Ratos wistar 2.Fistula arteriovenosa 3.Pressdo de pressao
coronariana 4.Remodelamento ventricular 5.Fibrose



SUMMARY

Mazzo FRR. Low myocardial perfusion and subendocardial ischemia result in
left ventricular dysfunction during the acute phase of aortocaval fistula
[dissertation] Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2011. 54p.

Recently, we have demonstrated that fibrosis develops within the
subendocardial region (SE) of the left ventricle (LV) in response to chronic
volume overload following aortocaval fistula (ACF). Initially low coronary
driving pressure (CDP) was associated with subsequent SE fibrosis and LV
dysfunction, suggesting that prior low myocardial perfusion may be one of the
mechanisms involved in LV remodeling. This study aimed at investigating the
role of myocardial blood flow (MBF) in the development of LV remodeling,
particularly within SE, during the acute phases of ACF. Wistar rats were
submitted to sham (SH) or ACF operations and examined after 1, 3, and 7
days. Apart from haemodynamics, histology (HE- and Sirius red-stained
tissue sections), microsphere MBF, and biochemical studies were
undertaken in two different LV myocardial regions: SE and non-SE.
Compared with SH, ACF showed (mean+S.D.) lower systemic and higher LV
end-diastolic pressures resulting in lower CDP at days 1 (77+14 vs. 3718
mmHg/s), 3 (86£5 vs. 29420 mmHg/s), and 7 (8616 vs. 4819 mmHg/s)
with lower systolic and diastolic LV function at days 1 (+dP/dt: 7898+4045 vs.
5828+2262; -dP/dt:. 6626+1717 vs 472841863 mmHg/s), and 7 (+dP/dt:
792412317 vs. 456412044; -dP/dt: 6435£1302 vs. 475011442 mmHg/s).
There was a higher number of myocyte necrotic cells (cells/mm?) within SE
(11415 vs. 208+8) and non-SE (27+3 vs. 42+10) at day 1, and within SE
(82+12 vs. 148+31) and non-SE (21+3 vs. 3116) at day 3; a higher number of
leukocyte cells within SE (485 vs. 84+13) and non-SE (33t4 vs. 4016) at
day 1, within SE (48110 vs. 117£13) and non-SE (4116 vs. 65£8) at day 3,
and within SE (33%5 vs. 50+6) and non-SE (27+6 vs. 38%7) at day 7;
a greater fibroplasia within SE (11 2,6 vs 26+£10) at day 3, and within SE
(11+2,3 vs 47+11) at day 7; a greater fibrosis deposition within SE (1,7+0,3
vs. 5,410,1%) and non-SE (1,4+0,3 vs. 1,8+0,3%) at day 3, and within SE
(1,8+0,4 vs. 10,3x2,3%) and non-SE (1,7£0,1 vs. 2,8%0,7%) at day 7.
Compared with controls, ACF showed increased IL-13 levels within SE
and non-SE at day 1 (10501145 vs. 4225+792 and 1070x138 vs.
4084£359 pg/mgq); increased TNF-a levels within SE at day 3 (14151447 vs.
2037+£200 pg/mg); increased IL-6 levels within SE at day 7 (34991397 vs.
49551429 pg/mg). Compared with ACF rats with CDP >60 mmHg, MMP-2
activity was increased in rats with CDP <60 mmHg within SE and non-SE at
day 1 (13.244.0 vs. 69.11£7.6 and 11.21£3.4 vs. 66.1£7.0%), and within SE at
day 3 (26.3£11.3 vs. 104.7£39.5 and 11.5£2.7 vs. 22.3+£9.0%l). At day 7,



MBF was more pronouncedly reduced within SE than within non-SE (6.7+1.2
vs. 2.7£1.6 and 7.5%£1.3 vs. 4.8£2.6 mL/min/g). CDP was positively and
significantly related to MBF in both SE (R=0.65) and non-SE (R= 0.62). MBF
within SE was directly and significantly related to both +dP/dt (R= 0,61) and —
dP/dt (R=0,67). CDP showed negative and significant correlations with SE
MMP-2 at days 1 (R=0.86), 3 (R=0.88), and 7 (R=0.93). LV remodeling
during the acute phases of ACF occurs within the SE predominantly, results
from low perfusion pressure, and contributes to early LV dysfunction.

Descriptors: 1.Rats wistar  2.Ateriovenous fistula  3.Coronary driving
pressure 4.Ventricular remodeling 5.Fibrosis



1 Introducao

O remodelamento cardiaco estda associado a maior morbidade e
mortalidade cardiovascular?.

Ele caracteriza-se por alteragdes na expressdo génica, molecular e
celular que se manifestam por alteragcdes no tamanho, forma e fungcédo do
coragaoZ.

A fistula aorto-cava (FAC) em ratos € um modelo experimental de
sobrecarga de volume que resulta em remodelamento cardiaco excéntricos.

Na sobrecarga de volume ha aumento da pré-carga e elevacao do
estresse diastélico de parede. O coracdo desenvolve hipertrofia com
replicacdo em série dos sarcdémeros, alongamento dos midcitos e aumento
do volume das camaras cardiacas*. O aumento do diametro do ventriculo
esquerdo (VE) implica, entretanto, na elevagdo do estresse sistdlico da
parede. A adaptacao fisiolégica a dilatacdo do VE consiste no aumento da
espessura da parede ventricular. De acordo com a lei de Laplace, este
aumento da espessura reduz o estresse sistélico e consequentemente o
consumo de oxigénio miocardico. Desta maneira, a fungédo sistdlica é
preservada. Se houver despropor¢cédo entre 0 aumento do volume ventricular
e da espessura da parede por limitacao da fibra cardiaca de hipertrofiar-se,
havera aumento do estresse sistélico e do consumo de oxigénio miocéardico

resultando em faléncia cardiaca® .



Introducdo 2

Nas sobrecargas de pressao, a hipertrofia é do tipo concéntrica.
Ha aumento da pdés-carga com elevacao do estresse sistélico da parede.
A replicagao dos sarcémeros ocorre de forma paralela resultando em aumento
da espessura da parede, diminuicdo do volume das cdmaras cardiacas,
manutencdo do consumo de oxigénio e preservacao da funcdo sistdlica®’.

Nas ultimas duas décadas do século passado, observou-se que o
remodelamento cardiaco acompanha-se de alteracbes da matriz
extracelular, caracterizadas principalmente pela deposicdo de fibrose
intersticial®. A fibrose foi atribuido um papel de hipertrofia patolégica, uma
vez que a ela foi demonstrada estar associada maior morbimortalidade
cardiovascular. Mais ainda, o aumento da fibrose foi associado a disfuncao e

a faléncia cardiaca®™.

Em contrapartida a sobrecarga de pressdo, a
hipertrofia que acompanha as sobrecargas de volume, em particular aquela
em resposta ao treinamento fisico isotbnico, € tida como fisiolégica por
manter a fungdo cardiaca normal. Nao ha aumento de fibrose no intersticio
miocardico’"'2.

A participagdo da matriz extracelular no remodelamento miocardico
que acompanha o modelo experimental de FAC comecou a ser investigada
recentemente'®'. O aumento de fibras colagenas no miocardio intersticial
€ achado ainda controverso. Ele é mais comumente observado nos casos

avancados em que ja ocorreu faléncia cardiaca'®'>.

Por outra, mais que
a presenga de fibrose intersticial, nossos estudos mostraram que as
fibras colagenas depositam-se preferencialmente na regiao subendocéardica

do VE™.



Introducdo 3

Para haver dilatacdo ventricular, além do alongamento das fibras
cardiacas é necessaria uma readaptacao da matriz extracelular. Evidéncias
recentes indicam que a ativacdo de metaloproteinases (MMP) participa deste
processo. De fato, Brower e Janick'® encontraram ativacdo de MMP-1,
MMP-2 e MMP-9 na primeira semana de FAC. O estresse diastélico parece
exercer papel etiopatogénico relevante no desenvolvimento de uma reacao
inflamatéria miocardica. Observou-se aumento do estresse oxidativo'’,
migracdo e degranulacdo de mastécitos'® e ativacdo de citocinas
inflamatérias'™'°. A consequéncia desta inflamacéo é a ativacdo das MMPs
e o resultado dela a dilatacdo ventricular. Neste caso, ndo ha aumento de
colageno intersticial e a funcao cardiaca é mantida enquanto o aumento da
espessura da parede for capaz de manter normal o estresse sistélico e o
consumo de oxigénio miocardico’®.

Entretanto, é possivel que além do componente hemodindmico,
outros fatores possam contribuir para o remodelamento cardiaco na
sobrecarga de volume. Nossos experimentos em ratos com FAC crbnica
mostraram nao haver relagéo entre a pressao de enchimento do VE, isto é o
estresse diastélico, e a ativagdo da MMP-2'°. Estes mesmos experimentos
mostraram que além da deposicao de fibrose, ocorrem também aumento de
IL-1B, IL-6, de espécies reativas de oxigénio e ativacdo de MMP-2,
tudo preferencialmente no SE. Mais ainda, a fibrose SE foi relacionada ao
grau de disfuncdo do VE. Finalmente, observamos haver redugdo da
pressao de perfusao coronariana (PPC) como consequéncia do aumento da

pressdo de enchimento do VE e da diminuicdo da pressao sistémica.



Introducdo 4

A queda da PPC, observada ja na semana um, foi relacionada ao advento
posterior da fibrose SE em oito semanas. Assim, é possivel que a par da
necessidade de adaptar-se a sobrecarga de volume, o coracédo esta ainda
sujeito a um processo de isquemia que acomete preferencialmente o SE e
ocasiona provavelmente perda de fibras cardiacas com inflamacédo e
fibrose reativas.

Em outro modelo de sobrecarga de volume, o infarto do miocardio,
observamos achados correspondentes'®. Na regido do SE remota ao infarto,
ocorre necrose de miécitos, inflamacao, fibroplasia, infiltracdo de mastocitos
e fibrose reparativa. A lesao do SE foi determinante para a dilatacao do VE e
associada a disfungéo do VE®.

A nossa hipétese é que na sobrecarga de volume a capacidade de
adaptacao cardiaca é limitada pelo prejuizo que a queda de perfusao
acarreta, particularmente no SE, resultando em perda de midcitos. E
possivel que antes de haver remodelamento geométrico com dilatacdo
ventricular, a isquemia resulte em disfuncdo ventricular precoce, cuja
gravidade depende do grau de queda da PPC.

As fases precoces do remodelamento ventricular em resposta a FAC
ainda nao foram examinadas. Segundo a nossa hipbtese, durante a
primeira semana de FAC, esperamos haver reducdao da PPC, isquemia e
necrose de midcitos, reacao inflamatéria com ativagcdo de citocinas,
ativacao de MMP e, de acordo com nossos estudos prévios, que estas
lesdes se apresentem preferencialmente no SE e se relacionem a eventual

disfuncao miocardica precoce.
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1.1 Objetivo

Investigar a perfusdo miocardica em um modelo agudo de FAC em
ratos e as implicacdes resultantes sobre o remodelamento cardiaco agudo e

a fungao do ventriculo esquerdo.
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2 Meétodos

2.1 Modelo Bioldgico

Este estudo foi realizado de acordo com as normas estabelecidas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal e pelo The Universities
Federation for Animals Welfare e o protocolo experimental foi aprovado pela
Cappesg-HCFMUSP (n°1071/08).

Ratos machos Wistar, pesando entre 300 e 350 gramas, provenientes
do Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
foram utilizados. Os animais foram divididos em grupos e submetidos a
cirurgia de FAC ou a cirurgia ficticia — sham (SH).

Os seguintes grupos experimentais foram constituidos:

1. 18 animais submetidos a cirurgia SH e 25 animais submetidos a

FAC foram utilizados para estudo hemodindmico de 1 dia de
seguimento. Destes, 8 animais submetidos a cirurgia SH e 11
animais submetidos a FAC foram utilizados para estudo
morfométrico e 9 animais submetidos a cirurgia SH e 14 animais
submetidos a FAC foram utilizados para estudo geométrico.

2. 10 animais submetidos a cirurgia SH e 11 animais submetidos a

FAC foram utilizados para estudo hemodindmico de 3 dias de
seguimento. Destes, 5 animais submetidos a cirurgia SH e 11

animais submetidos a FAC foram utilizados para  estudo
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morfométrico e 7 animais submetidos a cirurgia SH e 11 animais
submetidos a FAC foram utilizados para estudo geométrico.

. 18 animais submetidos a cirurgia SH e 27 animais submetidos a
FAC foram utilizados para o estudo hemodinamico de 7 dias de
seguimento. Destes, 8 animais submetidos a cirurgia SH e 14
animais submetidos a FAC foram utilizados para estudo
morfométrico e 8 animais submetidos a cirurgia SH e 13 animais
submetidos a FAC foram utilizados para estudo geométrico.

. 7 animais submetidos a cirurgia SH e 11 animais a FAC foram
utilizados para o estudo do fluxo miocardico de 7 dias de
seguimento.

. 4 animais com FAC e PPC <60 mm Hg e 6 animais controles
nao submetidos a cirurgia foram utilizados para estudo dos
niveis de interleucinas e da atividade de mieloperoxidase em 1,
3 e 7 dias.

. 4 animais com FAC e PPC <60 mm Hg e 4 animais com FAC e
PPC >60 mmHg foram utilizados para estudo da atividade de
MMP-2 em 1, 3 e 7 dias. Os resultados foram normalizados em
relagdo ao coracdo de um animal controle ndo submetido a

cirurgia.
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2.2 Modelo experimental de fistula aorto-cava

O modelo de FAC em ratos correspondeu a uma modificacdo da
técnica descrita por Garcia e Dielbold®. Os animais foram anestesiados com
hidrato de cloral 10% (330 mg/kg i.p.)*' e submetidos a laparotomia
mediana. Os intestinos afastados e a aorta abdominal e veia cava isolados.
Foi inserido um clamp vascular abaixo da emergéncia das artérias renais e
outro acima da emergéncia das artérias lombares de modo a interromper a
circulagdo sanguinea. Uma agulha, Jelco 18G, foi inserida na aorta e
cuidadosamente avancada até a parede posterior onde 4 a 5 perfuracdes
foram feitas em direcdo a veia cava. Apds a remocao da agulha, a
hemostasia foi realizada com administracdo de cianoacrilato sobre orificio
aédrtico. Os dois clamps foram retirados e a eficiéncia da fistula foi verificada
pela passagem de sangue arterial em direcdo a cava com o ingurgitamento
desta. Os intestinos foram reposicionados e a cavidade abdominal lavada
com solucéo fisiolégica em temperatura de 37°C.

A sutura da parede abdominal foi realizada com fio de algodao 3.0 e os
animais recolocados em suas gaiolas apds recuperacao plena do anestésico.

Os animais foram examinados diariamente e a paténcia da fistula
verificada pela presenca de sopro auscultado com auxilio de estetoscopio
infantil.

A mortalidade durante o seguimento de 1 dia foi de 22%, em 3 dias de

20% e em 7 dias de 24%.
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2.3 Estudo hemodinamico

As avaliagbes hemodinamicas foram realizadas sob anestesia com
hidrato de cloral 10% (300mg/kg) intraperitoneal.

Os animais foram entubados oro-traguealmente com Jelco 14G e
submetidos a ventilacdo mecénica (Harvard Rodent Ventilator, model 683)
com frequéncia de 60 ciclos por minuto e volume corrente de 10 ml/kg.

Para medida das pressbées do VE e sistémicas, foi realizada a
canulacao da artéria carétida comum. Um cateter de policloreto de vinila (0,5
mm de didmetro), preenchido com solucao fisioldgica heparinizada (0,1 mL,
100Ul, Roche), foi introduzido até o VE e acoplado ao transdutor de pressao
para identificacdo e registro das curvas hemodindmicas ventriculares. Na
sequéncia, o cateter foi removido do coracao permanecendo na carétida para
registro das curvas hemodinamicas sistémicas.

Os transdutores de pressao foram acoplados a um pré-amplificador
calibrado (General Purpose Amplifier 4 — modelo 2, Stemtech Inc.,
Wisconsin, EUA) e um sistema computadorizado de aquisicdo
(Windag/Datagq, Dataq Instruments Inc., Akron, Ohio, EUA). Registros
hemodinamicos de 10 minutos de duracdo foram computados apoés a
estabilizacao das curvas.

Os seguintes parametros foram determinados: pressao arterial
sistdlica sistémica (PAS, mm Hg), pressao diastdlica sistémica (PAD, mm
Hg), pressao sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE, mm Hg) e pressao

diastdlica final do VE (PDfVE, mm Hg).
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Foi considerada como indice de fungao sistélica a velocidade maxima
de elevacado da pressao ventricular durante a sistole (+dP/dt, mmHg/s) e
indice de funcao diastélica a velocidade maxima de diminuicdo da pressao
ventricular durante a diastole (-dP/dt, mmHg/s).

A pressao de pulso (PP, mm Hg) foi obtida pela diferenca entre a PAS
e a PAD.

A PPC (PPC, mm Hg) foi calculada como a diferenca entre a PAD e a

PDfVEZ.

2.4 Estudo morfométrico

Apoés a avaliagdo hemodinamica e o sacrificio, 0os animais receberam
cloreto de cadmio (3 ml, 100 mM, Sigma). Em seguida, o coracdo foi
perfundido com solucao fisiolégica e fixado com solucdo tamponada de
formol 10%, sob pressdo de perfusdo correspondente a PAD anterior a
eutanasia.

O coracao, pulmdes e figado foram removidos, limpos e pesados. Os
pesos foram normalizados pelo peso corporal final dos animais, para
obtenc&o do peso relativo (g/kg).

Uma pequena porcao dos pulmoes e figado, de aproximadamente 60
mg, foi separada, pesada e colocada em estufa a 37°C. Apds 7 dias, os
fragmentos foram novamente pesados para obtencdo do peso final referente

a matéria seca. Os pesos secos dos pulmdes e do figado foram usados
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para calcular a porcentagem de agua contida em cada tecido, o que estimou
o grau de congestao dos 6rgaos.

Uma fatia transversal do miocardio na porcao equatorial dos
ventriculos foi processada em parafina e dela obtidos os cortes histol6gicos
coronais de 5um de espessura.

As areas da cavidade e da parede do VE incluindo o septo
interventricular foram determinadas utilizando-se fotografias digitais obtidas
com uma lente Optica tele-macro (Carl Zeiss, Vario Tessar, 2,8-5,8/5,35-
21,4) de cortes corados com hematoxilina-eosina, e analisados em programa
de analise de imagens (Image J, NIH).

A adequagéao da hipertrofia excéntrica do VE foi estimada pela razao
entre a area da parede ventricular esquerda (Pr).. pela area total do VE
(total) ve.

As medidas histomorfométricas foram realizadas utilizando-se um
sistema computadorizado de analise de imagens (Nikon Image System
Elements AR 3.1, Japao).

A avaliagdo da necrose de miocitos, inflamacao, hipertrofia de
midcitos, fibroplasia e fibrose foi realizada, separadamente, em duas regides
distintas: SE e ndo SE. O SE foi definido como o ter¢co endocardico da
parede ventricular e o ndo SE, como os dois tercos restantes.

Para a estimativa de necrose de midcitos foram utilizados cortes
corados com hematoxilina-eosina sob aumento de 1000x. A necrose foi
identificada pelo aspecto do nucleo (picnose ou cariblise) e pelo aspecto do

citoplasma (contracdo de bandas, vacuolizag&o, hipereosinofilia). A necrose
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de midcitos foi estimada pela razéo entre o0 nimero de células com alteracoes
nucleares e/ou citoplasmaticas e a area do miocardio (células/mm?)%.

Para estimativa da infiltracdo leucocitaria foram utilizados cortes
corados com hematoxilina-eosina sob aumento de 1000x. As células foram
identificadas morfologicamente pelo aspecto nuclear e citoplasmatico.
As células com aspecto morfolégico de fibroblastos, de células endoteliais ou
de midcitos foram identificadas e excluidas da contagem?. A infiltragdo de
leucécitos foi estimada pela razdo entre o numero de leucécitos e a area do
miocardio (células/mm?).

Para a avaliagdo de hipertrofia de miécitos, foram utilizados cortes
histolégicos corados com HE, sob aumento de 1000x. A hipertrofia foi
medida pelo menor diametro dos miécitos em torno do nucleo (um). Foram
selecionados apenas miécitos do septo interventricular com disposicao
longitudinal e nlcleos ovalados e centralizados.

Para a estimativa de fibroplasia, os miofibroblastos foram marcados
utilizando-se a técnica de imunohistoquimica com anticorpo de camundongo
anti-a-actina de células musculares lisas humanas (Sigma Aldrich, St. Louis,
EUA) com diluicdo de 1:800. A revelagdo foi realizada pelo método da
diaminobenzidina-peroxidase, seguindo o protocolo descrito pelo fabricante
(Dako Cytomation LSAB+ System-HRP, California, USA). Os cortes foram
contracorados com hematoxilina. A fibroplasia foi estimada pela quantificacao
do numero de células marcadas positivamente para a-actina por area do
miocardio (células/mm?). Apenas células com aspecto alongado, nucleo

fracamente basofilo e sem conformacao vascular foram consideradas.
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Para a avaliacdo da fibrose foram utilizados cortes histoldgicos
corados com Sirius red®*, sob aumento de 580x. A fibrose foi estimada pela
fracao de volume de colageno (FVC, %), calculada pela razdo percentual
entre a area do tecido miocardico corado positivamente e a area total do
miocardio®

A regido SE e a regiao nao SE foram examinadas em 15 campos por
corte histolégico para necrose de midcitos, infiltrado leucocitario e
fibroplasia. Para a hipertrofia de midcitos e a deposicao de fibrose foram

examinados 20 campos por corte histolégico.

2.5 Estudo do fluxo miocardico

Ao final da semana 1 foram realizadas as medidas do fluxo
miocardico pelo método de microesferas coloridas?®.

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10%
intraperitoneal (330 mg/kg) e realizada canulacdo da artéria femoral
esquerda com cateter de policloreto de vinila (0,01 mm de didmetro),
preenchido com solucdo heparinizada (0,1 mL, 100 Ul, Roche), avancado
até a aorta abdominal para coleta do sangue de referéncia. A artéria carétida
direita foi canulada com um cateter de policloreto de vinila (0,5 mm de
didametro), também preenchido com solucao fisiolégica heparinizada,
introduzido ate o ventriculo esquerdo para a infusdo das microesferas

amarelas com didmetro de 15 um (Dye-Trak CM; Triton Technology, EUA).
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A suspenséo original de microesferas foi sonificada por 5 minutos e diluida
em solucao fisiolégica contendo Tween 0,01% para obtencdo de uma
concentracao final de 300.000 microesferas. Esta solucéo foi sonificada por
1 minuto. Uma das extremidades de um tubo de polietileno, preenchido com
180 um da solugao final, foi conectada ao cateter ventricular esquerdo e a
outra extremidade conectada a uma seringa contendo 0,5mL de solugao
fisioldgica pré-aquecida a 37°C. Esta seringa foi conectada a uma bomba de
infusdo (Harvard Apparatus, modelo 55-1111, EUA). Uma bomba de
aspiragao (Harvard Apparatus, modelo 901, EUA) foi conectada ao cateter
da artéria femoral com uma seringa pré-heparinizada para coleta da amostra
do sangue de referéncia. A coleta desta amostra iniciou-se 10 segundos
antes do inicio da infusdo das microesferas e continuou por 75 segundos a
uma velocidade de 0,36 mL/min. O infusato de microesferas e a solucao
fisiolégica pré-aquecida foram infundidos por 50 segundos a uma velocidade
de 0,5 mL/min.

Apo6s a infusdo, o coracao e rins foram retirados e pesados. O coragao
foi separado em regides SE e ndo SE. Os rins foram utilizados como padrao
de adequacao da perfusao tecidual das microesferas. Os resultados de 2
animais em que se observou diferenca de fluxo entre os rins maior que 30%
foram descartados.

As regides SE e ndo SE, os rins e a amostra de sangue de referéncia
foram processados conforme descrito por Hakkinen et al.?’ com pequenas

modificagdes.
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Os reagentes utilizados para digestao dos tecidos e do sangue foram:

Reagente | — solugdo de Triton X-100 a 10%

A solucao de Triton X-100 a 10% foi preparada com 12,12 g de Tris-
base, 0,2 g de azida sédica, 200 mL de Triton X-100 e 1.800 mL de agua
destilada sob agitacdo e aquecimento a 50°C. Em seguida, ajustou-se o pH
para 8,5.

Reagente Il — Acido deoxicdlico sédico

A solucao de acido deoxicolico sodico foi preparada com 6,06 g de
Tris-base, 0,5 mL de Tween 80, 0,10 g de azida sédica, 20,73 g de acido
deoxicolico sédico em 1 mL de agua destilada sob agitacao e aquecimento a
50°C. Em seguida, ajustou-se o pH para 8,5.

Reagente de hemdlise

A preparacao desta solucao foi realizada adicionando, sob agitacéao,
200 mL de etanol absoluto em 1 L de solugao Triton-X 100 10% (reagente ).

No tubo Falcom contendo o sangue, foi adicionado 4 mL do reagente
de hemolise, que foi centrifugado a 4.000 rpm por 30 minutos em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e adicionado 4 mL de
NaOH 2M. Nos tubos contendo os 6rgaos, também foi adicionado 4 mL de
NaOH 2M. Todos os tubos foram aquecidos a 70°C, homogeneizados a
cada 30 minutos e deixados durante uma noite em temperatura ambiente.

No dia seguinte, os tubos foram novamente aquecidos a 70°C para
dissolucao completa dos érgaos. Adicionou-se 9 mL do reagente | a todos os
tubos para homogeneizacdo e centrifugacdo a 4.000 rpm por 30 minutos.

O sobrenadante foi desprezado e foi adicionado 10 mL do reagente II.
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Os tubos foram homogeneizados usando o vortex e aquecidos a 70°C
durante mais uma noite. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a
4.000 rpm por 30 minutos e o sobrenadante aspirado e desprezado.
Adicionou-se 1,9 mL de alcool absoluto gelado em todos os tubos, que foram
novamente homogeneizados e as amostras centrifugadas a 4.000 rpm por
15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi novamente aspirado e desprezado.
Os tubos contendo o precipitado de microesferas foram deixados em estufa
a 60°C durante mais uma noite para evaporar o alcool residual. Foram
adicionados 300 pL de dimetiformamida em todos os tubos para
homogeneizacao e centrifugacédo a 4.000 rom por 10 minutos.

A leitura do sobrenadante foi realizada em espectrofotometro (Hitachi,
modelo U1100, Japéo) a 448 nm usando cubeta de quartzo, com largura de
banda de <1,8 nm.

Para a determinacao dos fluxos miocardico e renal, o fluxo sanguineo
total de cada animal foi calculado, inicialmente. Utilizou-se a formula

seguinte:

Fluxo sanguineo total (mL/min) = (peso do sangue (g) / densidade
especifica do sangue (g/mL)) / volume do sangue (mL) / velocidade de

retirada do sangue (mL/min))

Onde a densidade especifica do sangue é igual a 1,05 g/mL e a

velocidade de retirada do sangue ¢é igual a 0,5 mL/min.
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Para calculo do fluxo sanguineo da regido SE, utilizou-se a féormula

seqguinte:

Fluxo SE (mL/min/g) = [(absorbancia do tecido) x (fluxo sanguineo

total (mL/min)) / (absorbancia do sangue)] / peso SE (Q)

Para calculo do fluxo sanguineo da regido nado SE utilizou-se a

seguinte férmula:

Fluxo ndo SE (mL/min/g) = [(absorbancia do tecido) x (fluxo

sanguineo total (mL/min)) / (absorbancia do sangue)] / peso ndo SE (g)

Para calculo do fluxo renal utilizou-se a seguinte formula:

Fluxo renal (mL/min/g) = [(absorbancia do tecido) x (fluxo sanguineo

total (mL/min)) / (absorbéncia do sangue)] / peso renal (Q)

2.6 Estudo da atividade de MMP-2, atividade da

mieloperoxidase e das citocinas IL-1p3, TNF-a, IL-6 e IL-10

Ao final de cada seguimento, os animais foram sacrificados e o
coracado foi rapidamente removido. Um corte coronal correspondente a
porcdo medial do VE foi obtido no plano equatorial e dividido em duas

regides: SE e ndo SE. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido.
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2.6.1 MMP-2

Para o estudo da atividade de MMP-2, as amostras das duas regides
do VE, SE e ndo SE (100 mg para cada 1 ml de tampao) foram pulverizadas
em nitrogénio liquido e homogeneizada em tampao de lise Triton X-100
(1% Triton X-100, 10% glicerol, 135 mM NaCl, 20 mM Tris pH 8,0).
Apos centrifugagdo (14000 g, 10 minutos, 4°C), o sobrenadante foi coletado,
aliquotado e estocado a —80°C. A concentracao de proteinas foi quantificada
pelo método de Bradford (Bio-Rad).

A atividade da MMP-2 foi avaliada em cada uma das duas regides do
VE pelo método da zimografia. Vinte e cinco microgramas de proteina foram
acrescidas de tampéao (2% de SDS, 60 mM Tris pH 6,8, 30% de glicerol e
0,01% de azul de bromofenol), carregadas em gel de poliacrilamida a 10%
com 0,2% de gelatina e submetidas a eletroforese. O gel foi lavado em
tampéo de Tris (10 mM de Tris, pH 8,0 com 2,5% de Triton X-100) para
remocdao do SDS e renaturacdo das proteinas. Em seguida, o gel foi
incubado em solucdo tampéao reveladora do gel (50 mM de Tris pH 8,8,
5 mM CacCly, 0,02% NaN3) por 20 horas a 37°C. A seguir, o gel foi corado
com Coomassie Brilliant Blue R-250 (Amersham) por 4 horas e descorado
em solucdo de metanol e acido acético glacial (4:1) em agua destilada.
As MMP foram identificadas como bandas claras de lise em fundo azul.

Para confirmar se as bandas de lise observadas nos zimogramas
foram devido a acdo de metaloproteinases da matriz, foram realizados
experimentos para controle negativo. Metaloproteinases dependem de

célcio e metais pesados (zinco) para exercer sua atividade enzimética.
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Dessa forma, foi adicionado ao tampao de revelacdo dos zimogramas
10 mM de EDTA (quelante de célcio) ou 5 mM de 1,10 fenantrolina
(quelante de metais pesados). Esses quelantes inibem a acdo das
metaloproteinases, consequentemente, ndo se observou a formagdo das
bandas gelatinoliticas claras observadas nos zimogramas.

As bandas foram quantificadas por densitometria utilizando-se o
programa Image Quant Molecular Dynamics. Os resultados foram
normalizados em relagcdo aos extratos das regides do SE e nao SE de um

rato ndo operado.

2.6.2 Mieloperoxidase (MPO)

Para o estudo do indice de infiltracao tecidual de neutréfilos mediu-se
a atividade de MPO nas regides SE e ndao SE do VE. Os tecidos (50 mg para
cada 1 mL de tampéao) foram homogeneizados em brometo de hexa-decil-
trimetilamonio 0,5% e &cido 3-N-morfolinopropanosulfénico 10 mM.
O homogenato foi centrifugado a 15.000 g por 40 minutos, a 4°C?.
Uma aliquota do sobrenadante foi misturada em solucéo de tetrametilbenzidina
16 mM e peroxido de hidrogénio 1 mM. A atividade da solugcdo foi
quantificada por espectrofotometria com leitura da absorbancia em 650 nm a
37°C, usando-se um leitor de microplacas. As medidas protéicas foram
realizadas pelo método de Bradford (Bio-Rad) e os resultados expressos em
mU/mg de proteinas. Os resultados foram normalizados em relagcdo aos

extratos das regides do SE e ndo SE de um rato ndo operado.
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2.6.3 Interleucinas

Para o estudo das citocinas foram utilizadas amostras das duas
regides do VE. Aproximadamente 100 mg de tecido foram homogeneizados
em 1 ml de solugdo de RIPA (100 mM de Tris-HCI pH 7.5, 1% de
desoxicolato de so6dio, 1% de NP40, 150 mM NaCl, 0.1% de SDS).
Os extratos foram centrifugados (4.000 g, 20 minutos, 4°C) e os sobrenadantes
foram aliquotados e estocados a —80°C. As medidas foram normalizadas
pela concentracao de proteinas na solucao (Método de Bradford — Bio-Rad).

As quantificagcdes de IL-1p, TNF-a, IL-6 e IL-10 foram realizadas por
ELISA, com kit da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)®. Foram utilizadas
placas de 96 pocos adsorvidas com anticorpo de captura monoclonal anti-
citocina de rato, diluido em PBS por 12 horas, lavadas com solucao de PBS
contendo 0,05% de Tween 20 e bloqueadas para sitios inespecificos com
PBS contendo 1% de BSA (soro albumina bovina — Sigma) por 1 hora.
As amostras e os padrdes foram colocados nos pocos e incubados por 2 horas.
Ao final do periodo, as placas foram lavadas para adi¢cdo do anticorpo de
deteccdo, foi conjugada a peroxidase, e incubadas por 2 horas. As placas
foram novamente lavadas. Ao final das lavagens, foi adicionado o
tetrametilbenzidina, que reagiu por 15 a 20 minutos. A reacdo peroxidase-
tetrametilbenzidina gera cor azul. Ao final da incubacgéo adicionou-se solucéao
de parada (H2SO4 — 2N) obtendo-se coloracdo amarela. As citocinas foram
quantificadas pela leitura da absorbancia (450 nm) e os resultados foram

expressos em picogramas de antigeno por miligrama de proteina.



Métodos 21

Os resultados foram normalizados em relacdo aos extratos das regides do

SE e ndo SE de um rato nao operado.

2.6.4 Estatistica

Os dados foram expressos em média + desvio padrdo. O tipo de
distribuicdo das variaveis e a hipotese de igualdade da variancia foram
testados em todos os casos.

O Teste t de Student ndo pareado e o teste de Mann Whitney foram
utilizados para a comparacao dos dados morfométricos e hemodinamicos
entre 0s grupos.

A analise de variancia para medidas repetidas foi utilizada para a
analise morfométrica, fluxo miocardico, mieloperoxidase e metaloproteinases.
O método de Bonferrone, Duncan ou Turkey foram utilizados para
comparacoes multiplas.

A regressado linear foi utilizada para testar as associacdes das
metaloproteinases com a PPC, da PPC com o fluxo miocardico e do fluxo
miocardico com a fungao ventricular.

Foi considerado estatisticamente significativo o valor de p<0,05.
Todas as analises foram realizadas pelo programa Sigma Stat Statistical
Software (versdo 3.1; Jandel Scientific Software, San Rafael, CA, EUA) e

Statistical Analyses System (versao 9.1; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).
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3 Resultados

3.1 Estudo Hemodinamico

Os resultados do estudo hemodindmico nos trés periodos de
seguimento: 1, 3 e 7 dias estdo apresentados na tabela 1. Em comparacéo aos
grupos SH, a PAS e a PAD foram menores e a PDfVE maior nos 3 periodos.
Em consequéncia, a PPC foi 48% menor em 1 dia, 52% menor em 3 dias e 56%

menor em 7 dias. Houve disfuncao sistolica e diastélica do VE nos dias 1 e 7.

Tabela 1. Dados hemodinamicos

Grupos SH1d FAC1d SH3d FAC3d SH7d FAC7d

PP 33+10 37+11 2945 38411 2946 3148

(mm Hg)

PAS , ) \
11616 88+17 1214 83428 12246 96421

(mm Hg)

PAD 84+13 51+19* 9245 46+21* 9346 66421

(mm Hg)

PPC \ N .
77414 37+18 8645 29420 8616 48+19

(mm Hg)

PDIVE 743 156" 743 183 743 1845

(mm Hg)

+dP/dt 789844045 582842262  5504+571  4553:983* 792442317 456442044

(mm Hg/s)

-dP/dt 662641717  4728+863" 530041325 45284803 64351302 4750+1442"

(mm Hg/s) - - - - - -

SH, grupo sham; FAC, grupo fistula aorto-cava; 1d, um dia; 3d, trés dias; 7d, sete dias; PP,
pressao de pulso; PAS, presséo arterial sistolica; PAD pressao arterial diastélica; PPC,
pressao de perfusdo coronariana; PDfVE, pressao diastélica final de ventriculo esquerdo; +
dP/dt, indice de funcao sistdlica do ventriculo esquerdo; -dP/dt, indice de fungéo diastélica
de ventriculo esquerdo. * P <0,05 vs. SH.
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3.2 Estudo morfométrico

Os resultados do estudo morfométrico estao apresentados na tabela 2.
Comparados aos grupos SH, o peso seco dos pulmdes foi maior nos 3
periodos de seguimento e o peso seco do figado foi maior em 7 dias,
apenas. Houve dilatacao do VE, onde a relacao (Pr/total),e foi 19% menor
em 3 dias e 22% menor em 7 dias. A hipertrofia de midcitos ocorreu em 3

dias, onde foi 28% maior e em 7 dias, onde foi 21% maior.

A necrose dos midécitos nos grupos FAC foi observada nos 2
periodos de seguimento mais precoces: 1 dia e 3 dias. O numero de
midcitos com sinais de necrose foi 5 vezes maior no SE se comparado ao
nao SE nestes 2 periodos.

A infiltracao leucocitaria nos grupos FAC foi observada nos 3 periodos
de seguimento. Nos 2 periodos mais precoces o numero de leucécitos foi 2
vezes maior no SE.

A fibroplasia foi maior nos dois ultimos periodos de seguimento, em
que o numero de miofibroblastos foi 2 e 3 vezes maior no SE do que no nao
SE, respectivamente.

A deposicao de colageno foi maior em FAC, particularmente no SE
dos 2 ultimos periodos de seguimento, em que a FVC foi 3 vezes maior no
SE comparada ao nao SE.

Na figura 1 sdo apresentadas fotomicrografias representantes das

alteracdes histologicas observadas no remodelamento do SE em cada um
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dos 3 periodos de seguimento investigados: necrose de midcitos em 1 dia,

infiltracao de leucécitos em 3 dias, fibroplasia e fibrose em 7 dias.

Tabela 2. Dados morfométricos

Grupos SH 1d FAC 1d SH 3d FAC 3d SH 7d FAC 7d
PC (g/Kg) 3,2+0,3 3,540,6 3,6+0,1 3,3+0,3 3,440,2 3,2+0,8
Pul 76,544, 83,7+4,0* 79,02 82,8+2,0* 78,1+2,0 80,7+1,0*
Peso seco (%)
Fig 75,2+0,1 74,7+2,0 73,240,5 74,03 73,8+0,4 78,3+1,0*
Area (Pr/total)ye 0,77+0,04 0,71+0,1  0,88+0,02 0,71%0,15*  0,77+0,07  0,60+0,12*
Hipertrofia de N "
midcitos (um) 10+0,6 11+1,4 10+0,2 14+0,1 11+1,1 14+1,0
Necrose de SE 11445" 208+8*" 82+121 148+31*" 34+127 42+9"
midcitos
(células/mm?) NSE 27+3 42+10* 2143 31+6* 1742 21+4
. SE 48+5" 84+13*" 48+10 117413 33+5" 50+6*"
Leucécitos ,
(células/mm’) i op 33+4 40+6* 4146 6548 2746 38+7*
Fibroplasia |~ g 10,9+40  146+157 10,8426 26,1+10,0° 10,9423  47,5+12,0°"
(células/mm®)
NSE 10,9+1,6 10,9+2,6 9,8+1,6 11,7£2,6 10,8+2,2 15,3+2,5*
FVC (%) SE 1,240,4 1,240,21 1,740,3 5,4+0,1* 1,8+0,4 10,3+2,3*
NSE 1,240,2 1,740,5% 1,4+0,3 1,840,1* 1,740, 2,8+0,7*

SH, grupo sham; FAC, grupo fistula aorto-cava; 1d, um dia; 3d, trés dias; 7d, sete dias; PC,
peso relativo do coragdo; Pul, pulmao; Fig, figado; Area (Pr/total),.,razéo entre a area da
parede e a area total do ventriculo esquerdo; FVC, fragdo de volume de colageno . *, P

<0,05vs. SH; T

, vs. NSE.
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Figura 1. Fotomicrografias representativas do remodelamento subendocérdico do ventriculo esquerdo durante a fase aguda apos fistula
aorto-cava. No dia 1,observa-se necrose celular de miécitos corados com HE apresentando caridlise nuclear (seta), vacuolizagao
citoplasmatica e contragcao de bandas (cabega de seta) (painel a). No dia 3, infiltrado inflamatério evidenciado com coloragao HE (painel
b). No dia 7, fibroplasia evidenciada por miofibroblastos corados em marrom pela imunohistoquimica para alfa-actina (painel c), e fibrose

evidenciada por depésito de fibras colagenas coradas em vermelho com Sirius red (painel d)
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3.3 Estudo do fluxo miocardico

Os animais do grupo FAC submetidos ao estudo do fluxo miocardico
apresentaram alteracdes hemodinamicas semelhantes aqueles dos grupos
FAC de 7 dias, ou seja, menores pressao sistémica, maior PDfVE, menor

PPC e disfuncéo sistdlica e diastolica (Tabela 3).

Tabela 3. Dados hemodinamicos para a medida do fluxo miocardico, em 7 dias

Grupos SH 7d FAC 7d
PP (mm Hg) 30+2 39+3*
PAS (mm Hg) 12241 88+4*
PAD (mm Hg) 92+2 49+3*
PPC (mm Hg) 85+2 29+2*
PDfVE (mm Hg) 7+1 20+1*
+dP/dt (mm Hg/s) 6366239 3855+395*
-dP/dt (mm Hg/s) 62351244 3500+394*

SH, grupo sham; FAC, grupo fistula aorto-cava; 7d, sete dias; n, nUmero de animais; PP,
presséo de pulso; PAS, presséo arterial sistélica; PAD pressao arterial diastolica; PPC,
pressao de perfusao coronariana; PD2VE, pressao diastdlica final de ventriculo esquerdo; +
dP/dt, indice de funcao sistdlica do ventriculo esquerdo; -dP/dt, indice de funcéo diastolica
de ventriculo esquerdo. *P <0,05 vs SH.

Na figura 2, estdo representados os resultados do fluxo miocardico.
Comparado ao grupo SH, o grupo FAC apresentou menor fluxo. O hipofluxo
ocorreu preferencialmente no SE.

Na figura 3, estao representadas as relagdes avaliadas entre a PPC e
o fluxo miocardico. Houve correlacdo positiva entre a PPC e o fluxo

miocardico total, o fluxo do SE e o fluxo do ndao SE.
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Figura 2. Fluxo miocardico das regides SE e ndo SE do ventriculo esquerdo
em 7 dias. FAC, fistula aorto-cava; SH, sham. *, P <0,05 vs. SH SE; #, P
<0,05 vs. SH ndo SE; 1, P < 0,05 vs. FAC nao SE
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Figura 3. Relacoes da PPC com os fluxos das regides SE (grafico superior),

nao SE (grafico inferior) do ventriculo esquerdo em 7 dias
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Houve correlagao positiva entre o fluxo do SE com a +dP/dt e com -
dP/dt (Figura 4). Por outra, ndo houve correlacdo estatisticamente

significativa do fluxo do ndo SE com os indices de func¢édo do VE.
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Figura 4. Relacdo da PPC com a funcgéao sistdlica (grafico superior) e diastélica

(gréfico inferior) em 7 dias
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3.4 Mieloperoxidase

A PPC dos grupos FAC submetidos ao estudo da atividade
miocardica de MPO foi 3616 mm Hg em 1 dia, 4746 mm Hg em 3 dias e
55£3 mm Hg em 7 dias. Os resultados estdo representados na figura 5.
Comparados ao miocardio do animal controle, os 3 grupos FAC
apresentaram maior atividade de MPO tanto no SE, quanto no nao SE.

A atividade de MPO néo foi diferente entre o SE e o ndo SE.
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Controle FAC 1 dia FAC 3 dias FAC 7 dias

Figura 5. Atividade de MPO das regides SE e ndo SE do ventriculo esquerdo
em 1, 3 e 7 dias. MPO, atividade de mieloperoxidase; *, P <0,05 vs. Controle
SE; 1, P < 0,05 vs. Controle naoSE. FAC, fistula aorto-cava. Todos animais

apresentavam PPC <60 mm Hg
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3.5 Interleucinas

A PPC dos grupos FAC submetidos ao estudo das interleucinas foi
3616 mm Hg em 1 dia, 476 mm Hg em 3 dias e 55£3 mm Hg em 7 dias.
Os resultados dos niveis de IL-1B, TNF-a, IL-6 e IL-10 estdo representados
nas figuras 6, 7, 8 e 9, respectivamente.

Quando comparado ao miocardio do animal controle, o grupo FAC de
1 dia apresentou maior IL-1 tanto no SE, quanto no ndo SE. A IL-1B n&o foi
diferente nos grupos FAC de 3 dias e 7 dias.

Comparado ao miocardio do animal controle, o grupo FAC de 3 dias
apresentou maior TNF-a, mas apenas no SE.

Comparado ao miocéardio do animal controle, o grupo FAC de 7 dias
apresentou maior IL-6, mas apenas no SE.

Comparados ao miocardio do animal controle, os grupos FAC néao

apresentaram IL-10 diferenca tanto no SE, quanto no nao SE.
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Figura 6. Niveis de IL-1 3 das regides SE e ndo SE do ventriculo esquerdo
em 1, 3 e 7 dias. *, P <0,05 vs. Controle SE; 1, P < 0,05 vs. Controle néo
SE. FAC, fistula aorto-cava. Todos animais apresentavam PPC <60 mm Hg
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Figura 7. Niveis de TNF-a das regides SE e ndo SE do ventriculo esquerdo
em 1, 3 e 7 dias. *, P <0,05 vs. Controle SE; 1, P < 0,05 vs. Controle ndo
SE. FAC, fistula aorto-cava. Todos animais apresentavam PPC < 60mm Hg
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Figura 8. Niveis de IL-6 das regides SE e ndo SE do ventriculo esquerdo em
1,3 e 7 dias. *, P <0,05 vs. Controle SE; 1, P < 0,05 vs. Controle ndo SE.
FAC, fistula aorto-cava. Todos animais apresentavam PPC < 60mm Hg
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Figura 9. Niveis de IL-10 das regides SE e ndo SE do ventriculo esquerdo
FAC, fistula aorto-cava. Todos animais apresentavam PPC < 60mm Hg
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3.6 Metaloprote

inase-2

A atividade de MMP-2 foi determinada nos grupos FAC com PPC

<60 mm Hg (37+16, 4716, 55£3 mm Hg em 1, 3, 7 dias, respectivamente) e com

PPC >60 mm Hg (7846, 64+3, 64+t1 mmHg em 1, 3, 7 dias, respectivamente).

Em 1 dia, a atividade de MMP-2 dos animais com PPC <60 mm Hg foi

5 vezes maior no SE e no ndo SE comparada com o SE e o ndo SE dos

animais com PPC >60 mm Hg. Nos animais com PPC <60 mm Hg a

atividade de MMP-2 n&o diferiu entre as 2 regides (Figura 10).
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Figura 10. Atividade de MMP-2 em 1 dia na regido SE e ndo SE do
ventriculo esquerdo de ratos com fistula aorto-cava (FAC) com PPC <60 mm
Hg e >60 mm Hg. 1, P <0,05 vs. >60 mm Hg SE; #, P <0,05 vs. >60 mm Hg

nao SE
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Em 3 dias, a atividade de MMP-2 dos animais com PPC <60 mm Hg
foi 5 vezes maior no SE comparada com o nao SE; e também com o SE e o
nao SE dos animais com PPC >60 mm Hg. A atividade de MMP-2 do nao SE
dos animais com PPC <60 mm Hg nao diferiu daquela dos animais com PPC

>60 mm Hg (Figura 11).

Atividade de MMP-2
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Figura 11. Atividade de MMP-2 em 3 dias na regido SE e ndo SE do
ventriculo esquerdo de ratos com fistula aorto-cava (FAC) com PPC<60 mm

Hg e >60 mm Hg. *, P <0,05 vs. <60 mm Hg néo SE; t, P <0,05 vs. >60
mm Hg SE; #, P <0,05 vs. >60 mm Hg nao SE
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Em 7 dias, a atividade de MMP-2 dos animais com PPC <60 mm Hg
foi maior, particularmente no SE, comparada com o SE e o ndo SE dos
animais com PPC >60 mm Hg. Nos animais com PPC <60 mm Hg a

atividade de MMP-2 n&o diferiu entre as 2 regides (Figura 12).
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Figura 12. Atividade de MMP-2 em 7 dias na regido SE e ndo SE do
ventriculo esquerdo de ratos com fistula aorto-cava (FAC) com PPC <60 mm
Hg e >60 mm Hg. f, P <0,05 vs. >60 mm Hg SE; #, P <0,05 vs. >60 mm
Hg ndo SE
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Foram observadas correlacdes inversas importantes entre a PPC e a

atividade de MMP-2 em 1, 3 e 7 dias (Figura 13).

140
R=0,86 P =0,0007
120 |

100 4

80 —

=)
T 60 -
S
\E, 40
O
o
o 20
0
PPC = 86.221 - (0.699 x MMP)
-20 T T T T
0 20 40 60 80 100
MMP-2 (% de diferenca vs. controle)
1 dia
90 75
R=0,88 P =0,0012 R=0,93 P <0,001
80 — 70 —
70 — 65 —
=) =)
T 60 — T 60 —
S S
\E, 50 — \E, 55
O O
o o
O 40 o 50
30 - 45
PPC =67.120 - (0.174 x MMP) PPC =70.228 - (0.237 x MMP)
20 40 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 10 20 30 40 50 60 70 80 90
MMP-2 (% de diferenga vs. controle) MMP-2 (% de diferenca vs. controle)
3 dias 7 dias

Figura 13. Relactes da pressdo de perfusao coronariana (PPC) com a

atividade MMP-2 no ventriculo esquerdo em 1 dia (grafico superior), em 3
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dias (grafico inferior esquerdo) e em 7 dias (grafico inferior direito)
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4 Sumario

O presente trabalho demonstrou que durante primeira semana apdés a

realizacao de fistula aorto-cava em ratos:

1.

a pressao sistémica é menor e a PDfVE é maior, resultando em
PPC menor;

héa disfungéo sistolica e diastdlica e insuficiéncia cardiaca;

ha alteracbes morfométricas sequenciais caracterizadas
por necrose de midcitos, infiltrado leucocitario e fibrose,
preferencialmente no SE;

o fluxo miocardico é menor, principalmente no SE;

a atividade de MPO é maior no SE e no ndo SE nos 3 periodos;
a IL-1B8 é maior no SE e ndo SE em 1 dia, o TNF-a é maior no SE
em 3 dias e a IL-6 € maior no SE em 7 dias;

a atividade de MMP-2 é maior no SE, e também no nédo SE,
quando a PPC é PPC <60 mm Hg;

a PPC relaciona-se diretamente com o fluxo miocardico;

a PPC relaciona-se inversamente com a atividade de MMP;

o fluxo miocéardico relaciona-se diretamente com a fungéo do VE,

tanto sistdlica, quanto diastélica.
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5 Discussao

Em estudo prévio de FAC cronica em ratos'®, observamos o
desenvolvimento de hipertrofia do VE com aumento de fibrose miocardica
predominantemente no SE. O remodelamento excéntrico acompanhou-se de
disfungéo sistolica e diastélica. A disfuncdo foi relacionada com a fibrose
presente no SE, particularmente. Houve diminuicdo da PPC como resultado
de queda da presséao sistémica e da elevacao da PDfVE. Esta diminuigcéo foi
associada a sinais de isquemia e de inflamagéo no SE, e foi determinante da
fibrose resultante nesta regido. A importancia da diminuicdo da perfusao
miocardica e do dano SE para o remodelamento patolégico do VE no
modelo experimental de FAC ainda ndo foi inteiramente esclarecida.
Em particular, as alteracbes estruturais e funcionais nas fases precoces
apo6s FAC sao desconhecidas.

O presente estudo foi realizado para investigar a estrutura e a fungao
do VE na primeira semana apés realizacao de FAC em ratos, com atencao a
perfusdo do SE e as consequéncias para a funcao ventricular. Observamos
o aparecimento de necrose de midcitos agudamente, seguido de inflamacéo,
de fibroplasia e de fibrose. Todas estas alteracdes patolégicas encontradas
principalmente no SE.

Houve diminuicdo da PPC que implicou em queda da perfusao
miocardica demonstrada 7 dias ap6s FAC. De fato, os valores

persistentemente menores do que 60 mmHg estao abaixo dos limites de auto-
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regulacéo do fluxo miocardico®. Nestes niveis, é a PPC que determina o fluxo
diretamente, o que foi comprovado pela correlacdo positiva observada entre
PPC e fluxo tanto no SE, quanto no ndo SE. O fluxo miocardico, por sua vez,
apresentou correlacao direta com a funcdo do VE. De forma interessante, o
hipofluxo do SE, mas nao o do ndo SE, associou-se a disfuncao, implicando o
dano isquémico regional do SE com a incapacidade do coracdo manter
agudamente a fungao ventricular, neste modelo.

Na primeira semana ap6s FAC, em corroboracdo com estudos
prévios'®®'2 o VE j4 apresentou remodelamento excéntrico. Esta
hipertrofia, entretanto ndo foi adaptativa e acompanhou-se de insuficiéncia
cardiaca, com aumento do peso dos pulmdes e do figado.

E reconhecida a participacdo da ativagdo de MMPs miocardicas,
associada a infiltracdo de neutréfilos, no mecanismo fisiopatolégico que
resulta em remodelamento excéntrico em resposta & FAC®'. A implicacdo
das MMPs foi comprovada pela prevencao da dilatacao e da disfuncdo com
o uso de drogas inibidoras de sua ativacdo'**2. Assim, quando exagerada, a
ativacao de MMPs pode resultar em remodelamento patolégico, na medida
em que o aumento da espessura da parede for insuficiente para neutralizar a
elevacao do estresse sistélico que acompanha a dilatacao. Em nosso estudo
de FAC cronica'®, observamos que, ao contrario da PDfVE, era a baixa PPC
e a consequente fibrose SE que determinavam a disfungdo do VE. Houve
ainda, correlagao inversa marcante entre a PPC e a ativacdao de MMP-2 no
SE. Estes dados sugeriram que mais que a pré-carga, era a perfusao

comprometida a responsavel por isquemia, inflamacéo, ativagcdo de MMPs e
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disfungcdo. E mais, que o dano maior, incluindo a maior ativacao de MMPs,
era observado no SE.

No presente estudo, demonstramos haver associacdo entre a
diminuicdo da PPC e a ativacdo de MMP-2 no SE. A ativacdo de MMP-2
inicia-se precocemente; ela acompanha a necrose de miécitos observada
em 1 dia, € maior durante o processo inflamatério predominante em 3 dias, e
ainda esta elevada, embora menos, 7 dias apés FAC. Esses resultados da
fase aguda corroboram com aqueles ja descritos na fase cronica' e indicam
que a ativacao de MMPs responde a um processo de isquemia miocardica
resultado da queda da pressdao de perfusdo. O papel determinante da
isquemia pode ser mais bem estimado pela quantidade observada de
midcitos que apresentavam sinais patolégicos de necrose: cerca de 10% das
fibras do SE no dia 1, o que corresponde a 3 a 4% do total de miécitos. Mais,
a necrose também atingiu o ndo SE e persistiu por até 3 dias apos FAC.

Além da necrose, a inflamacao local também contribui para a disfuncao
ventricular. E reconhecida a associagdo entre niveis de citocinas e
remodelamento patoldgico cardiaco®. Niveis elevados de TNF-a e IL-1B foram
relacionados a fibrose, a apoptose, a hipertrofia de mibcitos, a dilatacao
ventricular e a disfuncao sistdlica®. No presente estudo, o aumento miocardico
de TNF-a, IL-6, IL-1B, o infiltrado de leucécitos e a ativacdo de MPO
aconteceram até 7 dias apds a FAC. Previamente, ja haviamos observado que
a inflamacéo persiste até a fase cronica'®, quando a ativagdo de MPO e o

aumento de citocinas ainda ocorrem no SE, predominantemente.
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E sabido que o SE é a primeira regido a sofrer as consequéncias
negativas da isquemia e de forma mais marcante. Nesta regido, com menor
namero de vasos colaterais, a atividade metabdlica, a tensao e a extracao
de oxigénio sdo mais elevadas do que no restante do miocardio®®*. Assim,
o SE é a regiao com mais necrose de midcitos nos infartos ndo transmurais,
e a primeira regido comprometida nos infartos transmurais®. No modelo
experimental de infarto em ratos, observamos dano estrutural da regidao do
miocardio remota ao infarto, mais uma vez predominantemente no SE, e de
caracteristicas patolégicas semelhantes aquelas aqui descritas no modelo
de FAC?. Neste modelo, foi a queda da PPC que mais bem explicou a
dilatacdo e a disfuncdo do VE que ocorreram durante o remodelamento®.

Os resultados do presente trabalho sugerem que o miocardio
apresenta capacidade limitada de adaptacdo ao aumento da pré-carga por
perda de midcitos, principalmente no SE, resultante da diminuida pressao de
perfusdo e do hipofluxo. Como ocorre no infarto, a capacidade de adaptacao
cardiaca dependera da quantidade de perda de midcitos viaveis. Tanto na
FAC, como no IAM, o didmetro dos miécitos remanescentes aumenta, mas o
espessamento da parede resultante ndo é suficiente para impedir a disfuncéo
ventricular. Quanto maior a FAC, maior a queda esperada da PPC e, em
consequéncia, pior a disfuncdo. Assim, os presentes resultados indicam que o
modelo de FAC implica em insuficéncia cardiaca aguda perpretada e
agravada pela queda da PPC com limitacdo da capacidade de adaptacao do

miocardio a sobrecarga de volume por perda isquémica de fibras cardiacas.
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6 Limitacoes

A hipertrofia excéntrica pode ser melhor avaliada in vivo com métodos
nao invasivos como o ecocardiograma. De fato, mesmo com o uso de
equipamento antigo foi possivel detectar, medir e comparar a dilatacao do
VE e o grau de hipertrofia miocardica na FAC crénica'®. No presente estudo
de FAC aguda, o acesso distante ao aparelho inviabilizou seu emprego para
ndo aumentar a taxa de mortalidade. Outra forma de quantificar a hipertrofia
excéntrica, porém ex vivo, & por microscopia eletrénica, medindo a extensao
dos sarcomeros®. A opcdo de ndo realiza-la deveu-se a escripulos éticos
diante do elevado numero de animais envolvidos neste projeto.

No grupo SH houve dano SE, embora significativamente menor do
que nos grupos FAC. Observamos necrose e infiltragdo leucocitaria de
pequena monta que, entretanto, ndo resultaram em fibrose evidente. Os
valores de FVC medidos nesses animais SH sado compativeis com o
conteudo de colageno do miocardio normal. Entre as causas de dano SE
nos controles SH, podem estar envolvidos o procedimento cirirgico e a
anestesia. Mesmo de pequena monta, o comprometimento do retorno
venoso e a diminuicao das pressoes sistémicas ocasionados pela ventilacao
por pressao positiva poderiam comprometer agudamente a perfuséo ideal do
miocardio. O papel de diferentes anestésicos com respostas hemodindmicas
diversas sobre perfusdo e a integridade do SE é projeto de estudo a ser

executado proximamente em nosso laboratério. Ainda, ha que ser
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investigado em que medida a injaria peritoneal da cirurgia ficticia acarreta
em diminuicdo do retorno venoso por sequestro de liquidos no
compartimento extravascular e resulta em queda da pressao sistémica.

O fato de ndo conhecermos a magnitude da FAC implica em dulvidas
quanto o grau de sobrecarga de volume a que os animais foram submetidos.
Grosseiramente, o tamanho da FAC pode ser estimado pela pressdao de
pulso sistémica. Na FAC crdnica, havia aumento da pressdo de pulso'. Na
FAC aguda, o aumento nao foi significativo provavelmente devido ao trauma
cirirgico, a queda da pressdo e a inadaptacdo funcional da vasculatura
sistémica. Mais ainda, como havia disfuncdo do VE, a capacidade do
coracao para gerar um aumento substancial da pressao sistélica pode ter
sido comprometida. De qualquer forma, a permeabilidade da FAC foi
comprovada diariamente pelo método auscultatério. Finalmente, a presenca
de fistula significativa pode ser inferida pelo aumento da PDfVE, um

indicador, embora indireto, da sobrecarga de volume.
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7 Implicacoes

O beneficio dos inibidores da enzima de conversdo da angiotensina e
dos antagonistas do receptor de AT1 na prevencdo do remodelamento
cardiaco e no aumento da sobrevida de pacientes com IC & amplamente
reconhecido®®*'*2. Nas cardiopatias resultantes de sobrecarga de volume,
com excecdo do infarto do miocardio, o efeito destas drogas sobre o
remodelamento cardiaco ainda ndo foi devidamente investigado®. Os
presentes resultados sugerem que o efeito benéfico ao previnir o acimulo de
fibrose pode nao ser alcangado se houver reducdo da PPC de tal monta a

comprometer a perfusdo miocardica.
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8 Conclusao

O remodelamento agudo do coracdo apdés a FAC caracteriza-se por
dano isquémico do SE, resultante da queda da PPC, que impede a
adaptacdo miocardica adequada a sobrecarga de volume e resulta em

disfuncao precoce do VE.
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