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RESUMO

JUNIOR, E. A. L. Estudo quantitativo do coragao e da inervagao simpatica
no modelo experimental de infarto do miocardio 2020. 49 f. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2020.

O uso de modelos animais para a compreensao da fisiopatologia da
doenga cardiovascular € um quesito obrigatério. Desse modo, os estudos
experimentais sdo as ferramentas preliminares para o desenvolvimento de novos
medicamentos. Dos modelos experimentais em cardiomiopatia o de indugao por
agente quimico é reportado como o mais vantajoso pois possui baixa taxa de
morbidade e mortalidade. Dos modelos quimicos, destaca-se a isoprenalina, um
potente agonista B-adrenérgico. Assim, objetiva-se investigar em ratos, tratados
com isoprenalina, a estrutura e a microestrutura do coragdo e de sua inervagao
extrinseca simpatica, aplicando-se métodos quantitativos tridimensionais,
baseados na Estereologia. Para tanto, foram utilizados 12 ratos machos, adultos
divididos em dois grupos: grupo controle, sem a aplicagdo da isoprenalina e
grupo tratado com isoprenalina, sendo duas aplicagbes com intervalo de 24
horas entre elas. Foram dosadas as concentracdes séricas de creatina quinase
total, creatina quinase isoenzima MB e troponina. Os animais foram
eutanasiados e colhidos os coragdes e ganglios estrelados. As amostras foram
processadas para microscopia de luz para estimativa dos volumes totais do
ventriculo esquerdo; volume da parede e do lume ventricular; volume das fibras
musculares cardiacas e do intersticio cardiaco, além do volume total do ganglio
estrelado e volume total de neurbnios. A isoprenalina aumentou a concentracao
sérica da troponina. No tecido cardiaco observou-se infiltrado histiocitario e
neutrofilico multifocal discreto e discreta congestdo. No coragédo houve reducéo
dos volumes do ventriculo esquerdo, do lume cardiaco e das fibras musculares
cardiacas. Na inervacao simpatica cardiaca houve reducao no volume total de
neurdnios. Conclui-se que a isoprenalina altera a estrutura e a microestrutura do
coracao e de sua inervacao simpatica sendo, portanto, um modelo efetivo do

Infarto agudo do miocardio (IAM) em ratos Wistar.

Palavras-chave: Miocardio. Ganglio estrelado. Isoprenalina. Quantificagdo

celular.



ABSTRACT

JUNIOR, E. A. L. Quantitative study of the heart and sympathetic innervation
in the experimental model of myocardial infarction 2020. 49 f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2020.

The use of animal models of cardiovascular disease is a mandatory in
understanding the pathophysiology of the disease. Thus, they are preliminary
tools for the development of new drugs. Among the experimental models,
induction by chemical agent is reported to be more advantageous, because it
requires a single parenteral dose, has a low rate of morbidity and mortality.
Among the chemical models, Isoprenaline, a potent B-adrenergic agonist, stands
out. Thus, the objective is to evaluate and quantify the cardiac structure and
microstructure of the stellate ganglion after the administration of isoprenaline in
Wistar rats. For this purpose, 12 adult male rats were used, divided into 2 groups:
control group, without the application of isoprenaline and group treated with
isoprenaline, two applications with an interval of 24 hours between them. Serum
concentrations of CK-MB, CK and troponin were measured. Total left ventricular
volumes were estimated; volume of the ventricular wall and lumen; volume of
cardiac muscle fibers and cardiac interstitium, in addition, the total volume of the
stellate ganglion and total volume of neurons were estimated. Isoprenaline
increased the serum concentration of troponin. In the cardiac tissue, a discrete
multifocal histiocytic and neutrophilic infiltrate and slight congestion were
observed. In the heart, there was a reduction in left ventricular volumes, cardiac
lumen and cardiac muscle fibers. In cardiac sympathetic innervation, there was
a reduction in the total volume of neurons. It is concluded that isoprenaline alters
the structure and microstructure of the heart and the sympathetic innervation of
the heart, being an effective model of AMI in Wistar rats.

Keywords: Myocardium. Stellate ganglion. Isoprenaline. Cellular quantification.
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1. INTRODUGAO

As doengas cardiovasculares, incluindo o infarto agudo do miocardio
(IAM), representam um importante problema de saude publica no Brasil e no
mundo, apresentando altas taxas de incidéncia e mortalidade (BAENA et al.,
2012). Nas ultimas décadas, foram implementadas a Politica Nacional de
Promogéao a Saude e o Programa de Prevencao e Controle da Hipertenséo e do
Diabetes (HIPERDIA) com finalidade de reduzir a morbimortalidade por doencas
do sistema cardiovascular no Brasil. Contudo, as taxas de mortalidade por
doencas cardiovasculares, entre elas o IAM, ainda permanecem altas quando
comparadas as taxas de paises desenvolvidos (MALTA et al., 2014; BARBERI;
VAN DEN HONDEL, 2018; NASCIMENTO et al., 2019)

O uso de modelos animais de doenga cardiovascular € um passo
obrigatério para a compreensido da fisiopatologia da doenca e para as
abordagens terapéuticas. Assim, os modelos animais sao as ferramentas
preliminares para o desenvolvimento de novos medicamentos (EGIDO et al.,
2011).

Os modelos experimentais para indug¢do do IAM atualmente sao
subdivididos em duas classes, modelos in vivo e modelos ex vivo. Um modelo
consagrado € o da Isoprenalina, uma catecolamina sintética, que resulta em
alteragdes bioquimicas e estruturais, responsaveis por causar danos
irreversiveis, além da sua efetividade, praticidade, reprodutibilidade e menor
morbidade e mortalidade (THOMES et al., 2010; PRINCE; DHANASEKAR,;
RAJAKUMAR, 2011; UPAGANLAWAR; BALARAMAN, 2011).

Varios sao os trabalhos que investigaram a estrutura do coragdo e a
inervacao simpatica cardiaca em modelos de cardiomiopatias, no entanto, usam
metodologias pouco acuradas, baseada na morfometria ou quantificagédo por
area (WASSILEW et al., 2016; SCHIPKE et al., 2017; YOKOYAMA et al., 2017).
Assim, objetiva-se avaliar e quantificar a estrutura e microestrutura cardiaca e
do ganglio estrelado, principal componente simpatico responsavel pela

inervacao do coracao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.ESTRUTURA DO CORACAO

O coragéo esta localizado no mediastino médio, sendo comparavel a um
cone irregular. Possui quatro cavidades, dois atrios e dois ventriculos. O atrio
direito recebe o sangue venoso do corpo enviando-o para os pulmodes por meio
do tronco pulmonar. O ventriculo esquerdo recebe o sangue oxigenado dos
pulmdes pelas veias pulmonares e o lanca pela aorta para o corpo (KONIG;
LIEBICH, 2004).

O coragao é composto por trés camadas; a camada média denominada
de miocardio, a mais externa, o pericardio visceral (epicardio) e a camada
interna, o endocardio, que se trata de uma fina camada de superficie lisa
continua ao revestimento dos vasos sanguineos (DYCE; WENSING; SACK,
2010).

O miocardio é formado por células musculares conhecidas como miocitos
cardiacos. Essas células possuem, por sua ocasido, cinco componentes: (1) a
membrana celular (sarcolema) e tubulos T para condug¢ao do impulso, (2) reticulo
sarcoplasmatico, que é um reservatério de célcio usado para contragao, (3)
elementos contrateis, (4) mitocéndrias e (5) o nucleo (KUMAR; ABBAS; ASTER,
2015).

2.2.INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO — IAM

O infarto agudo do miocardio (IAM) mantém uma importancia substancial
na saude global (WEINTRAUB et al., 2011) porque € uma das principais causas
de morte no mundo e sua prevaléncia aproxima-se de trés milhdes de pessoas
no mundo anualmente (BARBERI; VAN DEN HONDEL, 2018; NASCIMENTO et
al., 2019).

O IAM pode ser definido como o dano irreversivel da fibra muscular do
miocardio causado pela isquemia prolongada (THYGESEN; ALPERT; WHITE,
2007). Caracteriza-se pela diminuigao do fluxo sanguineo coronario, em que o

suprimento de oxigénio disponivel ndo consegue atender a demanda de



18

oxigénio, resultando em isquemia do miocardio (MASSBERG; POLZIN, 2018;
SCHEEN, 2018).

Os infartos do miocardio sdo, na sua maioria, transmurais; quando a
necrose isquémica envolve toda ou quase toda a espessura da parede
ventricular, com distribuicdo de uma unica artéria coronariana (COTRAN;
KUMAR; COLLINS, 2000).

O IAM pode se manifestar em qualquer idade, porém ha uma tendéncia
em aumentar progressivamente junto com a idade e também na presenca de
fatores predisponentes como a aterosclerose, como tabagismo, hipertenséao,
diabetes mellitus, hipercolesterolemia genética e outras causas de
hiperlipoproteinemia (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

2.3.ESTRUTURA DO CORACAO POS INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

O IAM ocorre quando ha a redugao prolongada do fluxo sanguineo para
uma regiao do coragao que resulta em morte permanente dos miocitos. Nos dias
e semanas subsequentes a morte dessas células, os midcitos mortos sao
gradualmente substituidos por uma cicatriz colagenosa. Essa progressao da
cicatrizagdo do miocardio apds o infarto € um processo dinamico, geralmente,
dividido em estagios: necrose, inflamagcdo e fibrose, proliferacdo e
remodelamento. E a longo prazo maturagdo (JUGDUTT, 2003; HOLMES;
BORG; COVELL, 2005; DOBACZEWSKI; GONZALEZ-QUESADA;
FRANGOGIANNIS, 2010).

Este processo de cicatrizagdo do miocardio ocorre apés a morte das
células cardiacas para assegurar a integridade do coragdo e é chamado de
fibrose de reparacao (TANAKA et al., 2016). Acredita-se que os miofibroblastos
sejam o principal tipo celular responsavel pela fibrogénese, que é iniciada e
mantida por uma complexa rede de moléculas sinalizadoras (GABBIANI, 2003;
LEASK, 2010). Uma resposta fibrética exagerada pode causar disfungéo
sistolica e diastolica, bem como maior suscetibilidade a arritmias devido a
alteracdo da sinalizacao intercelular, levando ao comprometimento da funcao
cardiaca (JANICKI; BROWER, 2002; BURSTEIN; NATTEL, 2008; FRANCIS
STUART et al., 2016).
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2.4.INERVAGCAO SIMPATICA DO CORAGCAO

2.4.1. Inervagao simpatica do coragao antes do IAM

Os neurdnios pré-ganglionares simpaticos s&o responsaveis por quase
90.000 neurbnios eferentes na medula espinal toracica de seres humanos
(DEUCHARS; LALL, 2015) e estao confinados aos segmentos espinhais T1-T6
de onde seus axbnios se projetam para o ganglio estrelado, o principal
suprimento de nervo simpatico pés-ganglionares eferentes para o coragao
(KAWASHIMA, 2005). O ganglio estrelado no rato consiste no ganglio cervical
inferior com os dois ou trés ganglios toracicos fundidos, esta localizado ao nivel
das duas primeiras vértebras toracicas, sendo medial a artéria inominada
(HEDGER; WEBBER, 1976).

As fibras pds-ganglionares formam os plexos cardiacos no mediastino
cranial antes de se estenderem para a parede do coracdo. As fibras
parassimpaticas ramificam-se a partir dos nervos vagos, diretamente ou apos
curta passagem pelos nervos laringeos recorrentes. Eles terminam em células
nervosas na parede do coragao, especialmente dentro ou proximo aos nodos
sinoatrial e atrioventricular. Muitas das fibras pds-ganglionares seguem para os
nodos, mas outras atingem a periferia do coragédo, seguindo o fasciculo
atrioventricular e seus ramos (DYCE; WENSING; SACK, 2010).

2.4.2. Inervagao simpatica do coragao apoés o IAM

A pluralidade das publicagdes que analisaram a funcdo da atividade
nervosa simpatica depois do IAM utilizou técnicas indiretas, tais como niveis
plasmaticos de catecolaminas, reflexo barorreceptor cardiovagal e variabilidade
da frequéncia cardiaca. O IAM leva a excitagdo simpatica, o que € o principal
gatilho de arritmias cardiacas letais, porém, as consequéncias do infarto do
miocardio na estrutura do SNA simpatica ainda sdo pouco exploradas. Esta
excitagao esta relacionada ao reflexo aferente simpatico aumentado (RASA) que
se eleva durante a isquemia, insuficiéncia cardiaca e hipertensao (MCGOWAN
et al., 2009; ZHOU et al., 2015; ZHU et al., 2019).
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Um elemento essencial para melhorar nossa compreensao dos gatilhos
neurais para arritmias cardiacas requer a identificacdo das mudancgas
moleculares nos componentes estruturais do SNA em resposta ao estresse no
coracéo (GAO et al., 2017).

O infarto agudo do miocardio pode levar a perda de inervagao simpatica
eferente entre cinco a vinte minutos apds a oclusao coronariana, com perda mais
significativa ocorrendo nas trés horas seguintes. A formacao de cicatriz em
consequéncia a lesdo cardiaca pos IAM pode resultar em alteragcdo da
propagacéao elétrica miocardica, levando a trajetos lentos e alterados (INOUE;
ZIPES, 1988).

2.5.MODELOS ANIMAIS DE INDUGCAO DO IAM

Existem varios modelos animais de IAM que requerem cirurgia invasiva. O
método mais comumente utilizado para induzir o infarto agudo do miocardio é a
obstrugdo da artéria coronaria. Isso envolve a exposi¢gdo do coragdo com a
realizagcado de toracotomia, abertura do saco pericardico e a oclusdo da artéria
coronaria com sutura (JOHNS; OLSON, 1954; CAMILLERI et al., 1981).

Embora seja um método frequentemente usado, a cirurgia de térax aberto,
em pequenos roedores, resulta em alta mortalidade no periodo perioperatério,
principalmente, por conta dos riscos anestésicos, do processo cicatricial das
feridas cirurgicas e das reagdes inflamatorias. Além disso, a reprodutibilidade da
ligacao da artéria coronaria requer pratica cirurgica extensa e pode resultar em
infartos de tamanho variavel (VAN DEN BOS et al., 2005).

Dentre os métodos ndo invasivos, destaca-se a utilizagao da isoprenalina,
um potente agonista p-adrenérgico empregado no tratamento de emergéncias
alérgicas, estado de asma, asma brénquica, bradicardia ventricular, parada
cardiaca e glaucoma (AMANO et al., 2007), que tem sido amplamente utilizado
como um modelo bem padronizado para induzir infarto do miocardio em ratos
(HUANG et al., 2018). E um método vantajoso pois possui baixa taxa de
morbidade e de mortalidade quando comparado aos outros modelos
experimentais (SAEED; AHMED, 2006).
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3. OBJETIVO

Objetiva-se investigar em ratos, tratados com isoprenalina, a estrutura e
a microestrutura do coracéo e sua inervagao extrinseca simpatica, aplicando-se

métodos quantitativos tridimensionais, baseados na estereologia.

3.1 OBJETIVO ESPECIFICO

3.1.1. No Coragao:
e Volume do ventriculo esquerdo;
o Volume total de fibras musculares cardiacas;
o Volume total de intersticio e/ou fibrose;

3.1.2. No ganglio estrelado:
e Volume total do ganglio

o Volume total de neurdnios:

3.1.3. Testes bioquimicos
o CK;
e CK-MB;

e Troponina;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados 12 ratos Wistar, machos, adultos com peso médio de
289,6 gramas, provenientes do biotério de produgdo de ratos do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP ICB/USP. Os procedimentos experimentais e de
eutanasia foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA) e
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — FMVZ-USP sob numero: 7392150119. Os animais
foram mantidos em sala climatizada, com temperatura entre 22-24°C, com ciclo

claro-escuro de 12h e fornecida ragao para roedor e agua a vontade.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos:
- Grupo I: controle (6 animais)

- Grupo ll: tratado (6 animais)

4.1.1. Grupo |

Grupo controle. Os animais ndo receberam a solucao de cloridrato de
isoprenalina (15627, Sigma Aldrich). Os animais foram eutanasiados, seguindo o
protocolo descrito a seguir.

4.1.2. Grupol ll

Nos ratos do grupo Il foi administrado 150 mg/kg/animal do farmaco
cloridrato de isoprenalina (15627, Sigma Aldrich) em duas aplicagbes, via
subcutanea (SC), com intervalos de 24 horas entre as aplicagdes. Para tanto, o
farmaco foi diluido em 2 ml de solugéo salina 0,9% e conservado refrigerado.
Apoés 24 horas da ultima aplicagéo, os animais foram eutanasiados, seguindo o

protocolo descrito a seguir.
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4.2. COLHEITA DE SANGUE

No grupo controle, apés a eutanasia, o coracdo foi exposto por
toracotomia e realizou-se a colheita de sangue diretamente do atrio direito por
meio de agulha descartavel, numero 26 (26 gauge), acoplada a seringa
descartavel, colhendo volume total de trés ml. Finalizada a colheita de sangue,
iniciou-se a fixacdo do animal via ventriculo esquerdo. Os procedimentos de
eutanasia e fixacdo serdo descritos adiante.

No grupo tratado, apdés 24 horas da primeira aplicagédo do farmaco
isoprenalina, foi realizada a colheita via veia caudal por meio de cateter acoplado
a seringa de 3 ml. As caudas foram submersas em agua a temperatura ao redor
de 42°C por 40 a 50 segundos, seguida da assepsia com digluconato de
clorexidina 0,5% (Riohex, industria Farmacéutica Rioquimica LTDA), conforme
procedimento descrito por (LEE; GOOSENS, 2015). A colheita, apdés 24 horas
da segunda aplicagdo da isoprenalina, seguiu-se o0 mesmo procedimento do
grupo controle.

As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por cinco minutos em
centrifuga Centribio® 80 — 2B para a separagao do soro o qual foi armazenado
em eppendorf de 1 ml a temperatura de - 20°C até o envio para o laboratorio de

analises clinicas do Hospital Veterinario Santo Agostinho, Belo Horizonte, MG.

4.2.1. Técnicas para os testes bioquimicos

As amostras congeladas foram enviadas ao Hospital Veterinario Santo
Agostinho pela empresa LogLife, especialista em transportes de materiais
biolégicos. As dosagens bioquimicas foram realizadas segundo os kits e

equipamentos descritos abaixo para:

Analito: Troponina
Kit: Alere Triage® Teste de Troponina |
Método: Imunoensaio de fluorescéncia

Equipamento: Triage MeterPro (Biosite)
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Analito: CK
Kit: CKI Dimension (Siemens)
Método: Cinetica Bicromatica taxa

Equipamento: Dimension EXL200 (Siemens)

Analito: CKMB

Kit: MBI Dimension (Siemens)

Método: Cinetica Bicromatica taxa
Equipamento: Dimension EXL200 (Siemens)

4.3.EUTANASIA

Para eutanasia os animais foram anestesiados com a combinagdo de
cloridrato de xilazina [(2,5 mg/kg) Anasedan® - CEVA, Paulinea, SP]; cloridrato
de cetamina [(100 mg/kg) Dopalen® - CEVA, Paulinea, SP]; acepromazina [(2
mg/kg) Acepran® - Vetnil, Louveira, SP] e posteriormente alocados em camara
de CO2 (RED - Industria e Comércio) até o dbito.

4.4.COLHEITA DO CORACAO E DO GANGLIO ESTRELADO

Apds o 6bito, o animal foi posicionado em calha, em decubito dorsal, e
realizada toracotomia ampla para exposi¢ao das estruturas da cavidade toracica.
Visibilizado o coragao, foi feito a perfusdo com tampéo fosfato salino (PBS) via
ventriculo esquerdo para a lavagem do sistema vascular. Em seguida, foi
realizada a perfusdo com solugdo de paraformaldeido 4% para fixacdo do
animal.

Posteriormente a fixacédo, os lobos pulmonares direito e esquerdo foram
removidos para facilitar a visibilizacdo dos vasos da base do coracédo para a
colheita do mesmo. Os coracdes foram entdo removidos da cavidade toracica e
armazenados em frascos com solugao de paraformoldeido 4% e mantidos por
24 horas a 4°C.

Ato continuo a colheita do coragao, foram dissecados, com a ajuda de

estereomicroscopio, os ganglios estrelados direito e esquerdo (Figura 1) que
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estdo dispostos paralelamente ao longo dos corpos vertebrais e na altura da
segunda e terceira costelas. Os ganglios foram delicadamente removidos e seu
comprimento mensurado por meio de paquimetro digital.

Apos a colheita, os ganglios foram mantidos por 24 horas em solugéo de
paraformaldeido 4% e posteriormente imersos em alcool 70% por 24h. Em
seguida, os ganglios foram desidratados em ordem crescente de alcool,
clarificados em xilol e incluidos em parafina. O ganglio foi seccionado
exaustivamente em microtomo, gerando secg¢des histoldégicas de 5 ym de
espessura e toda 20? seccado foi coletada em laminas e coradas com
hematoxilina eosina (HE). As imagens foram capturadas por meio de camera
digital (AxioCam HRc, Axio vision 4.8) acoplada ao microscépio de luz Olympus
Bx 60.

Figura 1 — Ganglio estrelado esquerdo de rato Wistar

Fonte: AMARO, (2020).
Legenda: Em destaque imagem, em estereomicroscépio, do ganglio estrelado esquerdo
(retangulo vermelho).
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4.5. ANALISE ESTEREOLOGICA

4.5.1. Estimativa do volume total do ventriculo esquerdo

Dos coragdes previamente fixados, foram individualizados os ventriculos
esquerdos (VE). O volume total do VE foi estimado pelo método de Cavalieri
(GUNDERSEN et al., 1999). O VE foi seccionado em fatias de aproximadamente
5 mm de espessura, perpendiculares ao eixo base-apice (Figura 2). Sobre cada
fatia foi sobreposto, aleatoriamente, um sistema de pontos. Foram contados os
pontos que tocaram a parede do ventriculo esquerdo (P), bem como os pontos
que tocaram o lume (L) (SASAHARA; MACHADO, 2019) (Figura 3).

Figura 2 — Amostragem do ventriculo esquerdo de rato Wistar.

Fonte: AMARO, (2020).

Legenda: Etapas para amostragem do VE; o coragao do rato Wistar foi seccionado em fatias
de 5 mm para a estimativa do volume do ventriculo esquerdo; A partir das fatias foram gerados
fragmentos de diferentes tamanhos e posteriormente amostradas. Barra de escala: 1cm.
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Figura 3 — Fatia do coragdo com sistema de pontos para estimativa do volume do ventriculo

esquerdo

Fonte: AMARO, (2020).

Legenda: Fatia do coragao perpendicular ao eixo base-apice para a estimativa do volume do VE.
Parede, em amarelo (P) e lume, em azul, (L).

Para a estimativa do volume da parede do VE e do lume foi aplicada a seguinte

férmula (Figura 4 e 5).

Figura 4 — Férmula do Principio de Cavalieri para volume da parede cardiaca

V(P) = 2pp x a(p) x t

Volume
Da Parede

=

Somatoria de
pontos da
parede

Area por
pontos

Espessura do
corte

Legenda: Férmula para o calculo do volume da parede cardiaca do ventriculo esquerdo.
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Figura 5 — Férmula do Principio de Cavalieri para volume do lume cardiaco

V(L) = 2pl x a(p) x t

V4 / ]

/

Somatodria de
Volume pontos do Area por Espessura do
do Limen limen pontos corte

Legenda: Férmula para o célculo do volume do intersticio cardiaco do ventriculo esquerdo.

® O volume do VE foi calculado somando-se o V (P) + V (L).

4.5.2. Amostragem do VE

Depois de estimado o volume total do VE, as fatias foram seccionadas em
fragmentos de diferentes tamanhos e organizadas em ordem crescente, de
acordo com o Principio do “Smooth Fractionator” (GUNDERSEN, 2002). Os
fragmentos foram amostrados seguindo o padrdo de amostragem, sistematica,
uniforme e aleatéria (SURS) (Figura 2). Do total de fragmentos, 1/5 foram
amostrados para os procedimentos para a estimativa do volume total de fibras
musculares e volume total do intersticio. Os fragmentos ndo amostrados foram
armazenados em PFA 4%.

4.5.3. Estimativa do volume total de fibras musculares cardiacas

(FMC) e do volume total de Intersticio cardiaco ou fibrose

4.5.3.1. Densidade de volume das fibras musculares cardiacas e do

intersticio cardiaco (Vv)

Para determinar o Vv (FMC) e Vv (IC) as secg¢des foram selecionadas de
acordo com o principio de amostragem SURS. Diante das sec¢des selecionadas,
um sistema de pontos equidistantes, gerado pelo software Imaged (verséo

1.52a), foi sobreposto aleatoriamente a imagem das secgdes (Figura 6).

Figura 6 — Lamina histoldgica de fragmento da parede do ventriculo esquerdo



Fonte: AMARO, (2020)

Legenda: Lamina histolégica corada com Hematoxilina e Eosina, de fragmento obtido da
parede do ventriculo esquerdo, com malha de pontos para estimativa do volume de fibras
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musculares cardiacas, e intersticio cardiaco ou regido de fibrose.
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Os pontos que tocaram as fibras musculares cardiacas foram contatos

bem como os pontos que tocaram o intersticio cardiaco. As densidades de

volume (FMC e IC) foram calculadas a partir das formulas abaixo (Figura 7 e 8).

Figura 7 — Férmula para calculo de densidade de volume das fibras musculares cardiacas

VV(FMC) = Yp(FMC) / >p(P)
/ \ AN

Densidade do volume
das fibras musculares
cardiacas

Somatdria de pontos que
tocam a fibra muscular

cardiaca

Somatdria de
pontos da
parede

Legenda: Férmula para o calculo da densidade do volume das fibras musculares cardiacas.
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Figura 8 — Férmula para célculo de densidade de volume do intersticio cardiaco ou fibrose

Vv(IC) = Zp(lc) / Zp(P)

NN

Somatoria de pontos que Somatadria de
Densidade do volume do tocam o intersticio pontos da
intersticio cardiaco cardiaco parede

Legenda: Férmula para o calculo da densidade do volume do intersticio cardiaco ou fibrose.

Apos calcular a densidade do volume das fibras musculares cardiacas e
do intersticio cardiaco, estimou-se o volume total das fibras musculares e o
volume total do intersticio cardiaco pelas férmulas indicadas nas (Figuras 9 e
10).

Figura 9 — Férmula para célculo do volume total das fibras musculares cardiacas.

Vemc = Vv(FMC) x Vp
\

Volume das fibras Densidade do volume das
musculares cardiacas fibras musculares cardiacas Volume da parede

Legenda: Férmula para o calculo do volume total das fibras musculares cardiacas da parede do
ventriculo esquerdo.



Figura 10 — Férmula para calculo do volume total do intersticio cardiaco ou fibrose

Vic = W(IC) x Vp

\

Volume do intersticio
cardiaco

Densidade do volume do
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Intersticio cardiaco

Volume da parede

Legenda: Formula para o célculo do volume total do intersticio cardiaco da parede do
ventriculo esquerdo.

4.5.4. Estimativa do volume total do ganglio estrelado

O volume total do ganglio estrelado (GE) foi estimado pelo método de

aleatoriamente as imagens das secg¢des histologicas.

para o calculo de volume total do ganglio estrelado foi (Figura 11):

Figura 11 — Férmula para calculo do volume total do ganglio estrelado

V(Ge) = 2 p(Ge) x a(p) x t x k

Cavalieri (GUNDERSEN et al., 1999). Para obter o V(GE), um sistema de pontos

equidistantes, gerado pelo software imaged (versdo 1.52a) foi sobreposto

Os pontos que tocavam o ganglio estrelado foram contados. E a formula usada

// / - :
Somatoria de - -
Volume 2 Distancia
. 1 pontos do Area por Espessura do
Do Ganglio o entre as
Ganglio pontos corte "
Estrelado secgoes
Estrelado

Legenda: Férmula para o calculo do volume total do ganglio estrelado.
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4.5.5. Estimativa do volume total de neuronios

Para estimar o volume total de neurbnios um sistema de pontos
equidistantes, gerado pelo software ImagedJ (versdo 1.52a) foi sobreposto
aleatoriamente a imagem das seccgoes.

Os pontos que tocavam os neurdnios foram contatos. A férmula usada
para o calculo da densidade de volume do neurbnio esta representada na
(Figuras 12).

Figura 12 — Férmula para calculo da densidade do volume de neurénio

VV(N) Zp(N) / Zp(Ge)

/ \ Somatoria de

Densidade do volume do || Somatdria de pontos que pontos do
Neurdnio tocam o Neurénio Ganglio
Estrelado

Legenda: Férmula para o calculo da densidade do volume de neurénios do ganglio estrelado.

Ap0s calcular a densidade de volume dos neurénios, estimou-se o volume

total de neurdnios de acordo com a férmula apresentada na (Figura 13).

Figura 13 — Férmula para calculo do volume de neurénio

Vn = Vv(N) x V(Ge)
/ \ A

- Volume
- Densidade do volume do A e
Volume dos Neurdnios 2 Do Ganglio
Neuronio
Estrelado

Legenda: Férmula para o calculo do volume dos neurbnios do ganglio estrelado.
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4.5.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos pelo valor médio seguido pelo coeficiente
de variagao (CV). Para a estimativa do volume a partir do principio de Cavalieri
foi calculado o coeficiente de erro (CE) (NYENGAARD, 1999). Para a analise
estatistica foi aplicado o teste de analise de variancia (one-way- ANOVA).
Detectada diferenca entre os grupos (p<0,05) foi aplicado o teste de Tukey para
multiplas comparagdes. Utilizou-se o software estatistico Minitab® 19, verséo
19.2.0.0.

5. RESULTADOS

5.1. EXAMES BIOQUIMICOS

Os valores das analises bioquimicas para o grupo controle e tratado estao

descritos na tabela 1:

Quadro 1 — Resultados da analise bioquimica do grupo controle e tratado respectivamente.

TROPONINA CK CKMB
Grupo Controle 0,055 mg/mL 143 U/L 249,6 U/L
Grupo Tratado 2° dia 2,6 mg/mL* 318 U/L NR
Grupo Tratado 3° dia 4,77 mg/mL** 184 U/L 205 U/L

Fonte: AMARO, (2020).
Legenda: Observam-se os valores da analise bioquimica dos animais, valores médios entre os

ratos do grupo controle e do grupo tratado, o grupo tratado houve duas coletas em dias
subsequentes. * P<0,05. ** P<0,01.
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5.2. AVALIACAO QUALITATIVA DO MIOCARDIO

No tocante a descri¢cao histolégica do miocardio do ventriculo esquerdo,
no grupo controle observou-se tecido muscular cardiaco preservado. Enquanto
no grupo tratado, observou-se infiltrado histiocitario e neutrofilico multifocal

discreto e discreta congestdo no tecido muscular cardiaco (Figura 14).

Figura 14 — Coracao do rato Wistar seccionado perpendicularmente para estimativa do volume

do ventriculo esquerdo.

Fonte: AMARO, (2020).
Legenda: Fotomicrografia do miocardio de ratos Wistar. Grupo controle; miocardio com estrutura
preservada (A-C). Grupo tratado; infiltrado histiocitario e neutrofilico multifocal discreto e discreta

congestdo (*) (B-D). Coloracéo: Hematoxilina-eosina.
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5.3.AVALIACAO QUANTITATIVA DO VENTRICULO ESQUERDO E DA
INERVACAO SIMPATICA CARDIACA

5.3.1. Estimativa do volume do ventriculo esquerdo (VE)

O volume médio do ventriculo esquerdo foi de: 1,36 cm?(0,14) (0,04), para o
grupo controle, e para o grupo tratado, o volume médio do VE foi de: 0,95 cm?®
(0,29) (0,09) (p=0,017).

O volume médio da parede do ventriculo esquerdo, para o grupo controle, foi
de: 1,03 cm? (0,18) (0,07) e para o grupo tratado foi de: 0,76 cm?® (0,28) (0,11)
(p=0,052). O volume médio do lume do ventriculo esquerdo foi de 0,33 cm?® (0,12)
(0,09) e 0,18 cm? (0,45) (0,20), respectivamente para o grupo controle e tratado
(p=0,016) (Figura 15 e 16; grafico 2). O valor porcentual da parede do ventriculo
esquerdo foi de 76% e de 80% para o grupo controle e tratado e o valor
percentual do lume foi de 24% a 20% respectivamente para o grupo controle e
tratado (Grafico 1), a retragdo global do tecido cardiaco foi para os grupos

controle e tratado de aproximadamente 13%.

Figura 15 — Secgdes do coragao de ratos Wistar do grupo controle e do grupo tratado

Fonte: AMARO, (2020).
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Legenda: Secgdes perpendiculares ao eixo base-apice do coragao de rato Wistar para estimativa
do volume do ventriculo esquerdo. Grupo controle (A). Grupo tratado (B). Escala de barra: 1cm.

Figura 16 — Esquema do volume do ventriculo esquerdo e sua composi¢cao

Controle Tratado

Fonte: AMARO, (2020).
Legenda: Esquema para exemplificar a composi¢cdo do ventriculo esquerdo, que é feita por

Parede do ventriculo esquerdo (P) e Lume do ventriculo esquerdo (L) para o grupo controle e
tratado.

Graéfico 1 - Volume em porcentagem do ventriculo esquerdo e do lume do grupo controle e

tratado
Grupo Controle Grupo Tratado
B Lume B Lume
H Parede H Parede

Fonte: AMARO, (2020).
Legenda: Observam-se os valores da porcentagem entre a parede do ventriculo esquerdo (VP)

e o lume (VL) do grupo controle e tratado respectivamente.



37

Grafico 2 — Grafico comparativo dos volumes total, parede e do lume do ventriculo esquerdo do

grupo controle e tratado.

V(VE) = V(P) + V(L)

1,8
1,6
1,4
L2

m Controle

m Tratado

0,8
0,6
0,4
0,2

0
cm® VOLUME DOVE VOLUME DA PAREDE VOLUME DO LUME

Fonte: AMARO, (2020).

Legenda: valores médios do volume total do ventriculo esquerdo, volume total da parede e
volume total do lume do ventriculo esquerdo para o grupo controle e tratado respectivamente.
* P<0,05.

5.3.2. Estimativa do volume total de fibras musculares cardiacas e

intersticio cardiaco

O volume médio de fibras musculares cardiacas foi de 0,64 cm? (0,18)
para o grupo controle e de 0,45 cm?3(0,32) para o grupo tratado. O volume médio
de intersticio cardiaco foi de 0,38 cm? (0,17) para o grupo controle e de 0,30cm?
(0,23) para o grupo tratado (Grafico 4), que tem como representacao as

seguintes porcentagens (Grafico 3).



Grafico 3 - Volume em porcentagem das FMC e IC do grupo controle e tratado.

Grupo Controle Grupo Tratado

M Intersticio M Intersticio

M Fibra muscular
cardiaca

M Fibra muscular
cardiaca

Fonte: AMARO, (2020).
Legenda: Observam-se os valores da porcentagem do volume médio das fibras musculares
cardiacas (FMC) e intersticio cardiaco (IC) ou fibrose, dos ratos do grupo controle.

Grafico 4 - Grafico comparativo do volume médio da parede, volume da FMC e do IC do

ventriculo esquerdo do grupo controle e tratado.

V(P) = V(FMC) + V(1)

1,4
l,22

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0
cm3 VOLUME DA PAREDE  VOLUME DE FIBRA VOLUME DO

CARDIACA MUSCULAR CARDIACA INTERSTICIO
CARDIACO

m Controle

® Tratado

Fonte: AMARO, (2020).

Legenda: Observam-se os valores do volume médio da parede cardiaca, volume da FMC e
volume do IC do ventriculo esquerdo, comparativo entre o grupo controle e tratado
respectivamente. * P<0,05.
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5.3.3. Volume do géanglio estrelado (Vref)

O volume médio do ganglio estrelado do grupo controle foi de: 0,37mm?3(0,08)
e coeficiente de erro de 0,03. O volume médio do ganglio estrelado do grupo
tratado foi de: 0,30 mm? (0,29) e coeficiente de erro de 0,13 (p=0,124) (Grafico
5), a retragao global do tecido nervoso foi de aproximadamente 8% para o grupo
controle e 6% para o grupo tratado.

5.3.4. Volume total de neurdnios

O volume dos neurdnios do grupo controle foi de: 0,13 mm?3 (0,13) e
coeficiente de erro de 0,06. E o volume dos neurénios grupo tratado foi de: 0,08
mm?3 (0,29) e coeficiente de erro de 0,13 (p=0,008).

Grafico 5 - Volume em mm? do ganglio estrelado do grupo controle e tratado

Volume total de neurdnios do ganglio
estrelado

0,16
0,14
0,12

0,1
0,08 ® Grupo Controle
0,06 m Grupo Tratado
0,04

0,02

mm? VOLUME DE NEURONIOS

Fonte: AMARO, (2020).
Legenda: valores do volume de neurénios do ganglio estrelado dos ratos do grupo controle e
tratado respectivamente. * P<0,05.
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6. DISCUSSAO

A isoprenalina € um farmaco que atua em receptores beta-adrenérgicos e
tem seu uso indicado para pacientes com bradicardia grave n&o responsivos a
atropina, nos tratamentos emergenciais de bloqueio cardiaco e nos estudos
eletrofisiolégicos para induzir taquicardias ventriculares e supraventriculares
(KHWAJA; MAHMOOD; SIDDIQUI, 2016). Pelo fato de ser um simpatomimético,
a isoprenalina também tem sido empregada como um indutor do infarto agudo
do miocardio em modelos experimentais (FILHO et al., 2011; ZHOU et al., 2015;
KHWAJA; MAHMOOD; SIDDIQUI, 2016; ASAIKUMAR et al.,, 2019), com
destaque aos animais de laboratério como os ratos e camundongos. Apesar de
ser um modelo ja consagrado na literatura, pouca atencao foi dada a avaliagéo
da morfologia quantitativa do coragao e de sua inervagao extrinseca simpatica.

Alteragcbes na morfologia do coragdo sao reportadas em varias
cardiomiopatias, dentre elas o infarto agudo do miocardio (IAM). O IAM é
caracterizado por eventos sequenciais: inflamacao, necrose, fibrose e
remodelamento que culminam em modificagdo na estrutura e microestrutura
cardiaca. Informagdes quantitativas sdo importantes para comprovar ou
evidenciar essas alteragdes. A Estereologia, por empregar métodos quantitativos
baseados na geometria e estatistica, tem se destacado como uma ferramenta
eficiente, precisa e acurada em estudos do coragao e das cardiomiopatias
(ANDERSEN et al., 2019; MUHLFELD et al., 2019).

Em nosso estudo, a avaliagao da morfologia quantitativa cardiaca foi feita
a partir da estimativa do volume do ventriculo esquerdo (VE), formado por dois
componentes; volume da parede ventricular (VP) e volume do lume ventricular
(VL) (SASAHARA; MACHADO, 2019). Houve redugao no volume do VE nos
animais tratados com a isoprenalina. O volume da parede e do lume ventricular
esquerdo reduziram 26,3% e 43% respectivamente, sendo a proporgao
parede/lume no grupo controle de 76% e 24%, enquanto no grupo tratado essa
proporgao foi de 80% e 20%. Em pacientes humanos submetidos a cintilografia
do miocardio, porém foi reportado aumento do volume do ventriculo esquerdo
apo6s quatro semanas do IAM (GAUDRON et al., 1993). O aumento do VE apds
IAM também foi observado no modelo de oclus&o da artéria coronaria em ratos
(PFEFFER et al., 1991).
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A parede ventricular ou miocardio, por sua vez, € formada por dois
componentes, as fibras musculares cardiacas (FMC), formada por
cardiomiécitos e o intersticio cardiaco (IC), que é o tecido de sustentacao,
formado basicamente por tecido conjuntivo. O volume de cada um desses
componentes também foi estimado em nosso estudo.

A estimativa do volume da FMC e do IC se faz essencial na investigacao
do processo dindmico das cardiomiopatias que resultam em alteragdes
estruturais e funcionais. O desequilibrio na proporgcao desses dois componentes,
como por exemplo o aumento do volume do IC, pode revelar aumento no tecido
conjuntivo indicando um possivel remodelamento cardiaco. Este remodelamento
estrutural da matriz colagena do coragédo geralmente progride para disfungéo
ventricular e faléncia congestiva cardiaca (WEBER et al., 1990; WILKE et al.,
1996; MUHLFELD et al., 2019), confirmando a estreita relagio entre a morfologia
e afuncédo. O processo de remodelamento ocorre apds a morte de cardiomidcitos
para garantir a integridade do coracéo (fibrose reparativa). A fibrose reparativa,
portanto, € a ultima etapa do evento sequencial do IAM (SCHIPKE et al., 2017;
MUHLFELD et al., 2019).

Em nosso trabalho, o volume das FMC reduziu 29% enquanto o volume
de IC reduziu 21,7% no grupo tratado. A propor¢gao FMC/IC foi de 63% e 37%
para o grupo controle e 60% e 40% para o grupo tratado. Esta proporcéo
manteve-se muito proxima, ao comparar os grupos, porque houve redugéo tanto
de FMC quando de IC no grupo tratado, sugerindo que em nosso modelo ndo
houve remodelamento cardiaco, mas um processo inflamatério evoluindo para
necrose, em que se observou fibra muscular cardiaca desorganizada e marcada
por lesdo celular, necrose coagulativa de cardiomiocitos com infiltracdo de
neutrofilos, com discreta congestao e perda dos discos intercalares, compativel
com os achados (HASHMI; AL-SALAM, 2015; HUANG et al., 2018).

Associada a estrutura do coragcdo, as cardiomiopatias podem estar
acompanhadas de alteragdes na inervagdo autbnoma. O géanglio estrelado ou
ganglio cervicotoracico constitui 0 componente principal do sistema nervoso
simpatico, responsavel pela inervagao extrinseca do coragédo. No grupo tratado
houve decréscimo no volume total de neurbnios do ganglio estrelado,

evidenciando a plasticidade neuronal frente a injuria cardiaca.
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Muitos trabalhos, no entanto, investigaram os nervos simpaticos
distribuidos no coragdo (BOOGERS et al., 2010; NAKATA et al.,, 2013;
YOKOYAMA et al., 2017). A remodelacdo do nervo simpatico apoés infarto do
miocardio geralmente esta associada a prognostico desfavoravel, porque
contribui para a taquiarritmia ventricular. O IAM provoca entdo denervagao
simpatica, seguida por hiperinervacao anormal (BARBER et al., 1983;
FALLAVOLLITA et al., 2014).

Em paralelo as alteragdes na estrutura, na microestrutura e na inervagao
simpatica foram mensuradas as concentragdes séricas de troponina I, CK-MB e
CK. Os niveis plasmaticos desses marcadores sao diretamente proporcionais ao
grau de lesbes necréticas no miocardio e, portanto, sdo considerados
marcadores de lesdo miocardica (ACIKEL et al., 2005). No nosso modelo,
observou-se aumento na troponina |I. Segundo VON JEINSEN; KELLER, (2016)
um aumento abrupto nos niveis de concentracdo de troponina reflete um
desequilibrio isquémico secundario resultando em necrose miocardica e injuria

cardiaca.

CONCLUSOES

Conclui-se que em nosso modelo de IAM, a isoprenalina nao induziu
remodelamento cardiaco, mas um processo inflamatério de evolugcdo para
necrose que resultou em diminuicdo do volume do ventriculo esquerdo,
compativel com reducao no volume das fibras musculares cardiacas. Além de
decréscimo no volume total de neurbnios do ganglio estrelado, evidenciando a

plasticidade neuronal frente a injuria cardiaca.
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