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Resumo



Fundamento: Os mecanismos envolvidos na remodelacdo cardiaca por sobrecarga
de volume e o momento que a hipertrofia excéntrica apresenta prejuizo da
funcdo cardiaca sdo pouco conhecidos. Objetivos: a) Comparar alteracoes
morfofuncionais, celulares (hipertrofia) e intersticiais (fibrose) em diferentes
momentos da evolucdo da insuficiéncia adrtica; b) Verificar quais dos seguintes
mecanismos estdo envolvidos na remodelacdo cardiaca induzida pela Ao e em
qual momento esta alteracdo acontece: alteracdo na metaloprotease 2 (MMP2) e
do inibidor tecidual de metaloprotease 1 (TIMP1), alteracbes dos RNAs
mensageiros especificos para a codificacdo das proteinas envolvidas na
homeostase do calcio (Fosfolambam, Ryr e Serca2a), alteracbes da expressdo de
proteinas fosfolambam e Serca2a do transito de célcio. Casuistica e Métodos:
Estudo experimental com 64 ratos Wistar machos, 32 animais submetidos a
insuficiéncia adrtica aguda (grupo IAo) e 32 animais a procedimento simulado
(grupo Controle). Todos os animais foram seguidos com 1, 4, 8 e 12 semanas
através de ecocardiogramas seriados e, apds eutandsia, foram analisada
morfometria do tecido cardiaco, atividade da MMP2 e TIMP-1, expressdo génica
por Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real das proteinas do transito de
calcio, expressdo das proteinas Serca2a e fosfolambam pela técnica Western Blot.
A andlise estatistica foi efetuada pela ANOVA de dois fatores; o pés teste de Holm
Sidak; teste t grupo a grupo; Anova de 1 via, complementada por Tukey; correcdo
por Bonferroni; teste de correlacdo de Spearman e teste de correlacdo de Pearson.
Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi p<0,05. Resultados:
Observou-se, na primeira semana, que o peso do VE e a pressdo diastdlica foi
maior no grupo IAo. Na quarta semana, MMP2, TIMP-1, iMVE e fracdo de
coldgeno foram maiores no grupo IAo. A drea do midcito e DDVE foram maiores
no grupo IAo em comparacdo ao grupo Sham, a partir da oitava semana. Nas
semanas 8 e 12 a PP dos animais com IAo foi maior que do grupo sham. A relacédo
2PP/DDVE niao foi diferente entre os dois grupos. O indice de esfericidade foi
maior no grupo IAo nos momentos 1, 8 e 12 semanas O grupo IAo apresentou
maior diametro do atrio esquerdo em relacdo ao Sham nas quarta e décima
segunda semanas. A varidvel porcentagem de encurtamento foi menor no grupo

IAo quando comparado ao grupo Sham, na décima segunda semana. O débito
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cardiaco foi maior no grupo IAo em relacdo Sham e houve aumento com o tempo
de evolucdo nos dois grupos. As expressoes relativas dos RNAm da Serca2a, Ryr e
fosfolambam nao foram diferentes entre os grupos. Nao houve diferenca entre os
grupos na quantificacdo da proteina Serca2a, ja a fosfolambam fosforilada foi
maior no grupo Sham, ndo sendo possivel detectar o momento no qual essa
diferenca ocorreu. Conclusdo: A anormalidade mais precoce foi no indice de
esfericidade. Alteracdes nas MMP-2 e TIMP-1 aconteceram no mesmo momento
em que se observou aumento de fibrose, mas antecederam a dilatacdo do VE.
Houve aumento do AE na quarta semana, sugerindo a presenca de disfuncéo
diastolica. E possivel que existam alteracdes no transito de célcio, mas nao foi
possivel identificar o momento. A espessura relativa da parede manteve-se
semelhante entre os grupos, mostrando perfil de hipertrofia excéntrica. A ultima

anormalidade observada foi a reducédo da fracdo de ejecao.
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Abstract



Background: The mechanisms that are involved in cardiac remodeling by volume
overload and the moment the eccentric hypertrophy has impaired cardiac
function are largely unknown. Objectives: a) to compare morphological, cell
(hypertrophy) and interstitial (fibrosis) changes at different times of the
evolution of aortic regurgitation (AR); b) to analyze which of the following
mechanisms are involved in cardiac remodeling induced by aortic failure and at
what moment this change takes place: change in the metalloprotease 2 (MMP 2)
and tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP1); changes of messenger RNAs
to code proteins involved in calcium homeostasis (phospholamban, Ryr and
SERCA2a), changes in expression of phospholamban and SERCA2a in the calcium
transit. Methods: Experimental study with 64 male Wistar rats, 32 animals
submitted to acute aortic regurgitation (AR group) and 32 animals sham
procedure (Sham group). All animals were followed with 1, 4, 8 and 12 weeks by
serial echocardiography and after euthanasia, were analyzed morphometry of
cardiac tissue, the activity of MMP2 and TIMP-1, gene expression by RT-PCR of
calcium homeostasis protein, SERCA2a and phospholamban expression by
Western Blotting. Statistical analysis was performed by two-way ANOVA; the Holm
Sidak post test; t test group to group; Anova one way, complemented by Tukey;
Bonferroni correction; Spearman correlation test and Pearson'’s correlation test.
In all cases, the significance level was set at p <0.05. Results: In the first week it
was observed that weight of the LV and diastolic blood pressure were higher in
the AR group. In the fourth week, MMP 2, TIMP-1, and collagen fraction were
higher in the AR group. The myocyte area and left ventricle diastolic diameter
(LvDD) were higher in the AR group compared to the sham group, from the
eighth week. At weeks 8 and 12, the wall thickness (WT) was higher in the AR
group than the sham group. The relationship 2WT /[ LVDD was not different
between the two groups. The sphericity index was higher in the group AR at
times 1, 8 and 12 weeks. The AR group had higher left atrial diameter compared
to Sham in the fourth and twelfth weeks. The fractional shortening was lower in
the AR group compared to the Sham group, the twelfth week. Cardiac output was
higher in the AR group compared Sham group and there was increase with the

time of evolution in both groups. The expressions of mRNA of SERCA2a,
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phospholamban and Ryr were not different between groups. There was no
difference between groups in the quantification of SERCA2a protein. However the
phosphorylated phospholamban was higher in the sham group, not being able to
detect the moment when this difference occurred. Conclusions: The earliest
abnormality was the sphericity index. Changes in MMP-2 and TIMP-1 occurred at
the same time that was observed increase of fibrosis, but prior to LV dilatation.
There was increase of the left atrial diameter in the fourth week, suggesting the
presence of diastolic dysfunction. There may be changes in calcium transit, but
could not identify the moment. There may be changes in calcium transit, but it
was not possible to identify this moment. The relative wall thickness remained
similar between groups, showing eccentric hypertrophy profile. The last

abnormality observed was a reduction in fractional shortening.
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1. Introducao



A hipertrofia miocardica é o principal mecanismo adaptativo as
sobrecargas hemodinamicas cronicas. Estas sdo caracterizadas por sobrecargas de
pressdo ou de volume'. As causas da sobrecarga de pressdo sdo a hipertensao
arterial sistémica, coarctacdo da aorta, estenose da aorta e hipertensao arterial
pulmonar. As sobrecargas de volume sdo devido as fistulas arteriovenosas,
comunicacdo intra-atrial, insuficiéncia mitral e insuficiéncia adrtica.
Caracteristicamente, a sobrecarga de volume promove uma hipertrofia de padrao
excéntrica enquanto a sobrecarga de pressdo esta associada a hipertrofia
concéntrica.”?

A insuficiéncia adrtica (IAo) é a unica doenca valvar que cursa com a
coexisténcia de sobrecarga volumétrica e sobrecarga pressérica. A primeira é
decorrente do volume regurgitante que aumenta o volume ventricular durante a
diastole. A segunda é secundaria a ejecdo que ocorre com excesso de volume e
consequente, aumento da pressdo sistélica.' Na regurgitacdo adrtica, a hipertrofia
excéntrica, inicialmente sem disfuncdo cardiaca, permite ao ventriculo esquerdo
(VE) aumentar sua capacidade de conter o excesso de volume. Isto ¢, hd aumento
da complacéncia do VE. Como consequéncia, a pressdo de enchimento ventricular
permanece em niveis normais e o fluxo diastdlico atrioventricular ocorre sem
sobrecarga para o dtrio esquerdo.'? Entretanto, pouco se sabe sobre o momento
em que o coracdo, com esta sobrecarga de volume e hipertrofiado, passa de um
estado sem disfuncdo para um estado com disfuncéo cardiaca.

Embora a hipertrofia cardiaca seja necessdria como mecanismo
adaptativo as sobrecargas, é também fator de risco para insuficiéncia cardiaca,
configurando maior morbimortalidade aqueles que a apresentam.* Assim, a
manutencdo da sobrecarga leva a alteracdes miocdrdicas que culminam na
faléncia progressiva da funcdo ventricular esquerda.” De fato, as presencas de
hipertrofia concéntrica e excéntrica configuram 40% e 90% de risco para
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, respectivamente.* O processo
fisiopatoldgico, que leva o coracdo acometido por sobrecarga pressérica ou
volumétrica aos estados de hipertrofia concéntrica ou excéntrica, é denominado
remodelacdo cardiaca. Neste processo existem alteracdes moleculares,

bioquimicas, intersticiais e celulares alterando a forma, tamanho, peso e
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geometria cardiaca que, inicialmente, auxiliam o coracdo a se adaptar a uma
agressdo. Entretanto, se o insulto ao coracdo ndo for controlado, o processo de
remodelacdo promove disfuncao ventricular diastélica e sistolica.>” O fato é que,
a presenca de hipertrofia cardiaca e outras alteracdes encontradas no processo de
remodelacdo, podem permanecer assintomdticas por anos e somente serem
detectadas em fases mais avancadas, que muitas vezes podem ser irreversiveis.®
A hipertrofia concéntrica caracteriza-se, inicialmente, por replicacdo em paralelo
dos sarcomeros de modo a aumentar a espessura de parede, mantendo a tensao
parietal préximo ao normal.” Adicionalmente, ocorre aumento do diametro dos
midcitos, que é acompanhado por ativacdo de metaloproteases e fibrose
intersticial miocardica. Aléem disso, ocorrem reducdo da reserva coronariana,
ativacdo de genes fetais e aumento da apoptose. Consequentemente, a
manutencdo da sobrecarga pressorica, acarretara disfuncdo miocdrdica que,
tipicamente, se inicia com disfuncao ventricular diastélica.>°

O processo de adaptacdo que ocorre na sobrecarga de volume é
bastante diferente e menos estudado que o processo de adaptacdo a sobrecarga
pressorica. Nessa situacdo, o aumento da tensdo de parede ocorre na didstole,
provocando a replicacdo em série dos sarcomeros, alongamento dos midcitos e
aumento do didmetro da cavidade ventricular. No processo inicial de
remodelacdo, ha aumento proporcional da espessura da parede, de modo que a
hipertrofia excéntrica é capaz de normalizar a tensdo parietal e preservar a
funcdo ventricular.® No entanto, havendo manutencdo da sobrecarga, ocorre
aumento progressivo do didmetro da cavidade, sem o aumento proporcional da
espessura da parede miocdrdica. A consequéncia disso é sobrecarga hemodinamica
e faléncia progressiva do VE.”

Utilizando-se um modelo de sobrecarga de volume, Wang et al.*
analisaram as alteracdes estruturais e hemodinamicas do coracdo ao longo de 1,
2, 4, 8 e 16 semanas de evolucdo apds o modelo de fistula aorto-cava. Foram
observados trés estdgios de hipertrofia ventricular durante o seguimento. A
hipertrofia ventricular surgiu com duas semanas, sendo acompanhada de
aumento rdpido da massa ventricular direita e esquerda. Entretanto, entre 2 e 8

semanas ndo houve alteracdo do desempenho hemodinamico. Entre 8 a 16
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semanas ocorreu aumento da tensdo de parede e os animais do experimento
desenvolveram insuficiéncia cardiaca com prejuizo significativo da funcéo
ventricular.

De Stefano et al.'> acompanharam a evolucdo da funcdo diastdlica e
sistdlica de ratos Wistar, submetidos a fistula arteriovenosa infra-renal, durante
oito semanas. Os autores observaram que, embora o VE com hipertrofia
excéntrica apresentasse aumento da sua complacéncia, os indices de contracédo e
de relaxamento se associaram inversamente ao peso do VE. Isto é, nessa condicédo
experimental, o enchimento diastélico poderia ocorrer com baixas pressoes,
prevenindo os fendémenos congestivos proprios da insuficiéncia cardiaca. No
entanto, ja haveria sinais de disfuncdo miocardica, a qual foi proporcional ao
grau de hipertrofia.

Plante et al.”’, em um modelo fistula aorto-cava, observaram, por
meio da andlise ecocardiogrédfica de 2 semanas, 6 meses e 12 meses, que ratos
Wistar desenvolviam dilatacdo ventricular progressiva, hipertrofia excéntrica e
disfuncéo sistdlica a partir de 6 meses de seguimento, mimetizando a evolucéo da
doenca em humanos.

Recentemente, Roscani et al.® estudaram o modelo de insuficiéncia
adrtica apds 1, 4, 8 e 16 semanas. Quando comparado dentro do grupo com
insuficiéncia adrtica da 1* semana, houve aumento do atrio esquerdo na 4* e 8°
semanas. Houve ainda aumento do diametro diastélico do VE nas 8% e 16°
semanas, quando comparados com a 1* semana. A fracdo de encurtamento
reduziu na 8* assim como o indice de esfericidade. Neste trabalho os autores
propdem que o indice de esfericidade é uma forma de se avaliar a funcéo sistdlica,
jé que apresenta boa correlacdo com fracdo de encurtamento.

Desta forma, observa-se que o processo de remodelacdo vai
acontecendo gradativamente até que exista comprometimento da funcdo
ventricular. Entretanto, os mecanismos envolvidos no processo de remodelacéo,
causado por sobrecarga de volume, sdo pouco conhecidos. Nesse contexto,
metaloproteases, inibidores de metaloproteases e fibrose intersticial séo
potenciais fatores que podem estar envolvidos com a dilatacdo e disfuncao

ventricular. Adicionalmente, faz-se necessdrio investigar marcadores bioquimicos
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precoces de disfuncdo diastodlica ou sistélica, como por exemplo, as proteinas do
transito de ciélcio.

Em relacdo a matriz extracelular (MEC), sabe-se que esta é composta
por proteinas, moléculas sinalizadoras, proteases e células que apresentam papel
fundamental para estrutura e funcédo cardiaca. O coldgeno tipo I e tipo III da MEC
sdo proteinas fundamentais para a manutencdo da organizacdo, alinhamento e
orientacdo das fibras musculares. Adicionalmente, a relacdo entre colageno-
integrinas-citoesqueleto-miofibrilas auxilia ha manutencdo da estrutura cardiaca
e também na contracdo muscular. O equilibrio entre sintese e degradacdo do
coldgeno acontece por acdo de enzimas dependentes de zinco, chamadas de
metaloproteases. Existem mais de 25 metaloproteases divididas em colagenases,
gelatinases, estromelisinas e metaloproteases de membrana, dependendo da
estrutura da MEC que elas degradam. Outro ponto importante para o equilibrio
entre sintese e degradacdo de coldgeno é a presenca de inibidores teciduais de
metaloproteases (TIMPs - tissue inhibitor of metaloproteinases). Os TIMPs sdo
proteinas de baixo peso molecular que se ligam as metaloproteases, inibindo sua
acdo. Entretanto varios estudos mostram que eles podem ter acdes independentes
das metaloproteases, como por exemplo, anti-apoptotica e anti-inflamatéria.'* O
equilibrio entre TIMPs e metaloproteases sdo importantes em condi¢cées normais
ou patolégicas de diferentes tecidos.

A atividade colagenolitica também se modifica durante a dilatacdo
ventricular no modelo de sobrecarga de volume levando a reducao do coldgeno ao
redor dos midcitos, que favorece o alongamento e deslizamento de
miofilamentos, resultando em perda da geometria da camara. A reducdo do
coldgeno encontrado na hipertrofia excéntrica conta com a participacdo da acédo
excessiva de metaloproteases. Dolgilevich et al.””, em modelo de fistula aorto-cava
em ratos, avaliou por meio de ecocardiogramas seriados, a progressdo para
alteracdo da geometria ventricular e correlacionou tal evento ao aumento da
expressdo génica da atividade da colagenase, corroborando com a hipétese de que
o aumento da degradacdo de coldgeno pode ser um pré-requisito para a dilatacao
ventricular neste modelo. As gelatinases 2 e 9 degradam colageno fibrilar,

proteinas de membrana como o colageno tipo IV, fibronectina, laminina e
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proteoglicanas. Alteracdes das metaloproteaes 2 e 9 ja foram descritas nos
modelos de sobrecarga de volume sugerindo suas participacoes na dilatacdo da
cavidade, afilamento da musculatura e na disfuncao ventricular.'®?

Considerando os TIMPs, o aumento destes esta associado com menor
atividade de varias metaloproteases, atenuando efeitos deletérios destas
enzimas.'* Adicionalmente, camundongos null mice para TIMP apresentaram
intensa dilatacdo ventricular por nao haver inibicdo de metaloproteases.'®

Em relacdo ao transito de calcio, pode-se dizer que este é um dos
mecanismos envolvidos na disfuncdo do miocdrdio hipertrofiado. A funcéo
inadequada de vdrias proteinas reguladoras dessa homeostase pode afetar
profundamente tanto a contracdo como o relaxamento miocardico. No coracdo
normal, imediatamente apds a despolarizacdo do sarcolema, o calcio entra na
célula por meio dos canais de calcio. O ion ativa os receptores rianodinicos (Ryr)
do reticulo sarcoplasmatico que libera grande quantidade de célcio para o
citoplasma, para a contracdo. Imediatamente o calcio ¢ re-captado pelo reticulo
sarcoplasmatico, por meio da acdo da enzima Reticulo Sarcoplasmatico Calcio
ATPase (Serca2a). A acdo da enzima ocorre apds a fosforilacdo da fosfolambam,
que tem efeito inibitério sobre a Serca2a.'”

Na hipertrofia miocdrdica ou na insuficiéncia cardiaca, vdrias dessas
proteinas sdo sintetizadas em quantidade insuficiente ou com funcéo alterada.
Entre as alteracdes, podem ser destacadas a diminuicdo dos canais de calcio, dos
Ryr e da enzima Serca2a. Também hd aumento relativo da fosfolambam. O efeito
é reducao da oferta de célcio para a sistole e excesso de cdlcio durante a diastole.
Como consequéncia, ha diminuicdo da contratilidade miocardica e retardo do
relaxamento.*

Em resumo, os mecanismos envolvidos na remodelacdo cardiaca por
sobrecarga de volume permanecem por serem elucidados. Alteragées como
hipertrofia excéntrica podem apresentar fase assintomdtica, com mecanismos
adaptativos, que sdo fatores de risco para mau progndstico. Entretanto, os
mecanismos envolvidos na dilatacdo ventricular e disfuncdo miocardica na
sobrecarga de volume sdo pouco conhecidos. Adicionalmente, os mecanismos e

momento que a hipertrofia excéntrica apresenta prejuizo da funcdo cardiaca sédo
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pouco conhecidos. Sendo assim, as hipéteses deste estudo sdo a) a dilatacdo
ventricular na IAo aguda estd associada a alteracées na MEC; b) a disfuncao
ventricular ocorre em associacdo com alteracdes bioquimicas dos midcitos,
prejudicando a homeostase do cdlcio; c) estas alteracbes acontecem em
determinado momento que pode ser apds 1, 4, 8 e 12 semanas apds o inicio da
sobrecarga.
Os objetivos do presente estudo foram:

1. Comparar alteragdées morfofuncionais, celulares (hipertrofia) e intersticiais

(fibrose) em diferentes momentos da evolucio da insuficiéncia adrtica.

2. Verificar quais dos seguintes mecanismos estdo envolvidos na remodelacdo
cardiaca induzida pela IAo e em qual momento esta alteracdo acontece:

a) Alteracdo na metaloprotease 2 (MMP2) e do inibidor tecidual de
metaloprotease 1 (TIMP1)

b) Alteracées dos RNAs mensageiros especificos para a codificacdo das
proteinas envolvidas na homeostase do calcio (Fosfolambam, Ryr e
Serca2a).

c) Alteracbes da expressdo de proteinas fosfolambam e Serca2a do transito

de cdlcio
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2. Casuistica e Métodos



2.1 Animais

Foram utilizados 64 ratos Wistar machos para estudo com peso
corporal inicial aproximado de 250g provenientes do Biotério Central da Unesp,
campus de Botucatu. Os animais foram, aleatoriamente, separados em dois
grupos: Grupo IAO composto por 32 animais submetidos ao procedimento para
inducdo de insuficiéncia adrtica aguda e estudados 1 semana (IAO 1), 4 semanas
(IAO 4), 8 semanas (IAO 8) e 12 semanas (IAO 12) apés a cirurgia de criacdo de
insuficiéncia adrtica; Grupo Controle composto por 32 animais submetidos ao
procedimento simulado e estudados apés 1 semana (Sham 1), 4 semanas (Sham

4), 8 semanas (Sham 8) e 12 semanas (Sham 12) apés a cirurgia simulada.

2.2 Regurgitacao aértica

O modelo de regurgitacdo adrtica foi realizado utilizando-se uma
modificacdo da técnica descrita por Plante et al.”® Sob anestesia com
pentobarbital a 4% (0,1ml/Kg), a artéria carétida comum direita foi dissecada e
canulada com cateter de policloreto de vinila (0,05mm de diametro), preenchido
com solucéo fisiolégica heparinizada e o cateter foi avancado ate atingir o VE. A
seguir, o cateter foi recuado o suficiente para retornar a aorta e ficar bem
proximo a valva adrtica. Um fio guia de aco (proprio do cateter de anestesia
epidural 0,34mm) foi introduzido através do cateter na cardtida de modo a
produzir lesées puntiformes repetidas na valva adrtica. O procedimento era
finalizado quando nao havia mais qualquer resisténcia ao avanco do fio guia.

O grupo de cirurgia ficticia foi constituido de animais submetidos
aos mesmos procedimentos, porém sem a perfuracdo da valva adrtica.

A presenca e caracterizacdo qualitativa da gravidade de IAo foram confirmadas
por ecocardiograma, uma semana apos a cirurgia.

Os animais que ndo apresentavam IAo de moderada a importante

foram excluidos do estudo.
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2.3 Estudo Doppler-ecocardiografico

O estudo foi realizado por meio de doppler-ecocardiografia
transtordacica convencional com equipamento Phillips (TDI 5500), seguindo-se a
padronizacédo descrita na literatura.”

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50mg/kg)
e cloridrato de xilidino (1mg/kg) por via intramuscular, seguido de tricotomia da
regido anterior do toérax. Apds estes procedimentos, os animais foram
posicionados em decubito dorsal para realizacdo do ecocardiograma. Foram
analisadas imagens monodimensionais obtidas com o feixe de ultra-som orientado
pela imagem bidimensional, obtida com o transdutor na posicao paraesternal eixo
menor. A imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida posicionando o
cursor do modo M logo abaixo do plano da valva mitral entre os musculos
papilares. As imagens da aorta e do atrio esquerdo também foram obtidas na
posicdo paraesternal eixo menor com o cursor do modo-M passando pelas
valvulas da valva adrtica. As medidas, em milimetros, do diametro diastdlico do
ventriculo esquerdo (DDVE), didmetro sistélico do VE (DSVE), espessura da
parede posterior (PP), diametro do atrio esquerdo (AE) e diametro da aorta (AO)
foram realizadas, por meio do cursor do préprio equipamento, durante o exame.
Trés a cinco ciclos consecutivos foram utilizados para a realizacdo das medidas,
obtendo-se a média aritmética em seguida. As imagens dos registros das camaras
ventriculares, modo M, foram arquivadas para eventuais consultas posteriores.

O diametro da via de saida do VE (VSVE, cm) foi obtido na janela
paraesternal, no modo bidimensional.

Os fluxos diastélicos transmitral e sistélico transvalvar adrtico foram
obtidos com o transdutor colocado nas posicées apicais quatro e cinco camaras,
respectivamente, permitindo as medidas da onda E (E, cm/(s), onda A (A, cm/(s),
velocidade maxima do fluxo sanguineo na via de saida do VE (VAO, cm/s) e a
integral tempo-velocidade (VTI) na via de saida do VE. A frequéncia cardiaca foi
estimada pelo tempo entre dois batimentos consecutivos. As medidas referentes
aos fluxos também foram realizadas diretamente no monitor do ecocardiégrafo,

obedecendo a mesma sistematica descrita acima.
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A area do atrio esquerdo (cm?) foi obtida a partir da planimetria na
janela apical quatro camaras. As medidas dos eixos maior (L) e menor (I) do VE
foram obtidas na janela apical, através do cédlculo da maior distancia entre o
anulo mitral e o apice do VE na didstole e o diametro transversal entre o
endocardio da parede septal e 0 endocédrdio da parede lateral, respectivamente.

A regurgitacdo adrtica foi considerada significativa quando, no
mapeamento de fluxo a cores, observava-se fluxo retrégrado e holodiastdlico na
porcéo distal da aorta descendente e o jato regurgitante ocupava mais de 50% do
diametro da via de saida do VE.*?

As outras varidveis derivadas de cdlculos matematicos, a partir das
medidas obtidas estdo descritas abaixo:

@ 2PP/DDVE

® AE/AO

@ %E = [(DDVE - DSVE) [ DDVE] x 100 (%), sendo %E a porcentagem de
encurtamento do VE

@ DC= D?x0,785 VTI x FC, sendo DC - débito cardiaco

e E/A

@ |/L= indice de esfericidade

@ iMVE= {[(DDVE+2X PP)? -DDVE?] X 1,04}/PC, sendo iIMVE o indice de massa

do ventriculo esquerdo

2.4 Analise morfométrica

Apés a eutandsia dos animais, amostras de tecido cardiaco foram
fixadas em solucao tamponada de formol a 10% por periodo de 48 horas. Apos a
fixacdo, o tecido foi incluso em blocos de parafina, obtendo-se a seguir, cortes
histolégicos coronais de 4 micras para coloracdo com Hematoxilina-Eosina e
Masson. Cortes histolégicos de 6 micras foram corados pelo Picro Sirius red,
especifico para coldgeno, para avaliacdo do intersticio do miocardio.

Os cortes histolégicos corados pelo Hematoxilina-Eosina foram
utilizados para andlise da area seccional do midcito e para identificacdo de

infiltrado inflamatodrio, alteracdes vasculares, intersticiais ou miocardicas. As
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laminas coradas pelo Picro Sirius red foram utilizadas para a quantificacdo da
fracdo de colageno intersticial por meio de video-densitometria. O coldgeno

perivascular foi excluido da presente anilise.

2.5 Determinacao da atividade da metaloprotease no miocardio

A atividade colagenolitica do extrato de tecido cardiaco foi
determinada por meio de medida da capacidade de digestdo de gelatina presente
em gel de poliacrilamida, método este conhecido por zimografia.?

Os coragdes foram inicialmente descongelados a temperatura
ambiente e, a seguir, 50 mg do tecido foram incubados em tampdo 10 mM
cacodilato de sédio; 0,15 M NaCl; 10° M ZnCl; 20 mM CaCl,, 1,5 mM NaNs; 0,1%
Triton X-100; pH=6,0 na proporc¢do de 20 mg de tecido para 1 ml de tampdo. A
solucdo foi mantida em agitacdo continua a 4 graus centigrados durante 24
horas. A seguir, o extrato foi coletado, guardado em refrigerador e o tecido
incubado com tampao 10 mM cacodilato de sédio, 0,3 M NacCl; 10-6 M ZnCl; 20
mM CacCl,, 1,5 mM NaNs; 0,1% Triton X-100; pH=5,0, por 24 horas, em agitacédo
continua e a 4 graus centigrados. Apés esse periodo o extrato foi coletado e
adicionado ao primeiro extrato. A quantidade de proteina do concentrado foi
determinada pelo método de Bradford e a concentragado final ajustada para 1
mg/ml.

A atividade colagenolitica do extrato de tecido cardiaco foi
determinada por meio de medida da capacidade de digestdo de gelatina presente
em gel de poliacrilamida. O gel de poliacrilamida a 7,5% foi preparado com
gelatina (Sigma, Bloom 300) na proporc¢do de 1mg/ml, em equipamento Mini-gel
da Bio-Rad. O gel, devidamente polimerizado, foi montado em cuba de
eletroforese vertical Mini-Protean II (Bio-Rad Laboratories), contendo tampao
Tris-Glicina-SDS, pH 8,3. Trinta microlitros do extrato de tecido diluido (1:2) em
tampdo de amostra 0,06 M Tris; 2% SDS; 10% Glicerol; 0,025% Azul de
Bromofenol; pH 6,8, foram aplicados, em cada poco do gel. A eletroforese foi
efetuada com voltagem continua de 80 V, amperagem inicial de 20 mA, durante 2

horas. Apds a corrida eletroforética, o gel foi retirado e lavado duas vezes em
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solucdo de Triton X-100, com agitacdo continua, em intervalo de 30 minutos.
Apods a lavagem com Triton X-100, o gel foi incubado com tampao 40 mM Tris;
0,2 M NaCl; 10 mM CaCl,; pH 7,6, com agitacdo continua, durante a noite e a
temperatura de 37° C. Terminada a incubacdo, o gel foi corado em solucdo de
Comassie Blue R-250, durante 30 minutos. A descoloracdo do gel foi efetuada em
banhos sucessivos com solucdo de dcido acético-etanol-dgua (10:30:60). Apds a
descoloracdo, o gel foi fotografado em equipamento Gel Logic (Carestream -
EUA). A determinacdo do peso molecular foi efetuada pela comparacdo da
migracdo de bandas de proteinas com padrdo conhecido (Standard Molecular
Weight - Biorad Laboratories). A determinacdo da atividade colagenolitica e
estimativa do peso molecular foi efetuada por meio de software de andlise de
imagem Gel-pro 3.1 (Media Cybernatics EUA) que mensura a drea de digestdo da

gelatina em unidade de imagem denominada pixel

2.6 Determinacao da atividade do inibidor tecidual de metaloprotease (TIMP)

no miocardio

Para extracdo da proteina do tecido cardiaco foi adicionado 1,5 ml
de tampdo de extracio (50 mM de tampao fosfato de potdssio pH=7,0; 0,3
Msucrose; 0,5 mM de DTT; 1 mM de EDTA pH=8,0; PMSF 0,3 mM; NaF10 mM; e
inibidor de protease 1:100) a 60 mg de tecido cardiaco proveniente do septo
interventricular. O material foi homogeneizado por 10 segundos, 2 vezes. O
material extraido foi centrifugado por 20 min a 4° C com 12.000 rpm, e o
sobrenadante coletado.

A quantidade de proteina do extrato foi determinada pelo método de
Bradford e a concentracdo final ajustada para 1 mg/ml. Nesse extrato proteico foi
avaliada a concentracdo de TIMP-1. Placas de 96 pocos (Nunc) foram recobertas
com solucdo contendo anticorpo purificado de captura anti-TIMP-1 de rato (R&D
Systems), diluidos em tampdo PBS. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente durante uma noite. Apés sucessivas lavagens com solucdo PBS - Tween
20 (0.05%) foi adicionado 300 uL da solucdo de bloqueio, constituida de PBS

contendo 1% de albumina, com incubacdo por 2 horas, a temperatura ambiente.
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As placas foram novamente lavadas e incubadas por duas horas, a temperatura
ambiente, com as amostras e as respectivas curvas de TIMP-1, diluidas na base
2em tampao PBS contendo 1% de albumina.

Decorrido o tempo de incubacdo, as placas foram lavadas e
incubadas com os anticorpos anti-TIMP-1 de rato biotinilados, durante 2 horas, a
temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram novamente incubadas
com estreptoavidina diluida 1:200em tampédo PBS contendo 1% de albumina,
durante 20 minutos, a temperatura ambiente. Entédo, as placas foram lavadas e
reveladas com OPD (Sigma). A reacdo foi interrompida por adicdo de H,SO. 16% e

a leitura realizada em 492 nm.

2.7 Expressao Génica por Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(RT-PCR)

2.7.1 Extracao do acido ribonucléico (RNA)

Fragmentos do tecido cardiaco do ventriculo esquerdo de 6 animais
de cada grupo foram coletados, apds eutandsia dos animais e congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em Freezer a -80°C. No ensaio, as amostras
congeladas foram homogeneizadas em aparelho Polytron (Ika Ultra Turrax® T25
Basic, Wilmington, NC, USA) apds adicdo de 1 ml de TRIzol® (Invitrogen Brasil,
Séo Paulo) para cada 100 mg de tecido. A amostra homogeneizada foi transferida
para um tubo esterilizado de 1,5 mL e incubada a temperatura ambiente durante
5 minutos, para permitir a completa dissociacdo do complexo nticleo-proteico. Em
seguida, adicionou-se cloroférmio (Merck KGaA, Damstadt, Germany) na
proporcdo de 0,2 ml/1lml TRIzol® e a amostra foi agitada, manualmente, com
vigor, por 15 segundos e incubada por 3 minutos a temperatura ambiente. Apds
essa segunda incubacdo, o material foi centrifugado (Eppendorf Centrifuge
5804R, Hamburg, Germany) a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C

A porcdo aquosa composta de RNA foi transferida para um tubo
esterilizado de 1,5 mL. A seguir, adicionou-se alcool isopropilico (Merck KGaA,

Damstadt, Germany) na proporcdo de 0,5 ml/1ml de TRIzol® e a amostra foi
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agitada manualmente 10 vezes por inversdo, incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugada a 12.000 x g durante 10 minutos a 4 °C.
Apos desprezar o sobrenadante, o precipitado de RNA foi visualizado como um gel
esbranquicado e semitransparente aderido no fundo do tubo (pellet). Este foi
lavado com dlcool etilico 75% (Merck KGaA, Damstadt, Germany) na proporcao
de ImL/1mL de TRIzol" e centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. Apds o
alcool etilico ser descartado, o pellet foi seco por 10 minutos a temperatura
ambiente. O sedimento de RNA foi diluido em 20 pL de dgua ultrapura e incubado
por 10 minutos a 60°C em banho-maria (Fanem 100, Sao Paulo, Brasil); este
procedimento teve como finalidade inativar a possivel presenca de RNase.

A quantificacio do RNA foi realizada com auxilio de
espectrofotdmetro (NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer Thermo Scientific -
Nanodrop Technologies). Foram analisados os valores de absorbancia para
comprimentos de onda de 230, 260 e 280 nm e calculadas as razdes entre as
absorbancias 260/230 e 260(/280. As amostras cujas razoes foram inferiores a
1,8, foram descartadas por apresentarem contaminacdo por proteinas. A

concentracdo do RNA foi quantificada de acordo com a relacéo:

[RNA] = A2s0 X 40 x 70, onde:

[RNA] = concentracdo de RNA (ug/ml)

Ass0 = Absorbancia em densidade 6ptica em 260 nm

40 = fator de conversao (1 unidade de densidade optica ~ 40 pug/ml RNA)
70 = fator de diluicdo

Para verificar a integridade do RNA, amostra de 1 uL do RNA total
foi diluida em 8 pL de dgua ultrapura e 1 pL de corante (Orange G, Acros
Organics, New Jersey, USA), aplicadas em gel de agarose 1% (0,3 g agarose, 30 mL
de TAE Buffer 1x, 3 pL de brometo de etidio) e submetida a uma voltagem de 80
mV (Power Pac Basic™ Bio-Rad, Hercules, CA, USA) por 20 minutos. A integridade

do RNA foi constatada pela visualizacdo das bandas de RNA ribossémico, 28S e
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18S, e auséncia de rastros do RNA no gel. As amostras que se mostraram integras

foram utilizadas como substrato para a transcricdo reversa.

2.7.2 Transcricao reversa do RNA (RT)

Transcricdo reversa é um processo que converte as moléculas do
RNA em acido desoxirribonucléico complementar (cDNA). As amostras do RNA do
tecido cardiaco foram submetidas a transcricdo reversa pela acdo da enzima
transcriptase reversa, utilizando-se o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, CA, USA). Foi adicionado, a cada microlitro de
amostra, 10X RT Buffer, 25X dNTP Mix, 10X RT Random Primers, MultiScribe™
Reverse Transcriptase e dgua nuclease-free em quantidades recomendadas pelo
fabricante.

As amostras foram colocadas em termociclador (Mastercycler®
Gradient, Eppendorf, Hamburg, Germany) com ciclos programados de 10 minutos
a 25°C, 120 minutos a 37°C, 5 minutos a 85°C e a seguir mantidas a 4°C até
retirada do material do termociclador. Ao final, foram adicionados 180 mcL de
agua ultrapura a cada amostra para completar um volume total de 200 mcL em
cada tubo. O produto da transcricdo reversa (cDNA) foi armazenado em freezer
numa temperatura de -20°C.

Para avaliar a qualidade da transcricdo reversa, foram empregados
dois controles: 1) Utilizacdo de uma amostra aleatéria a qual foi adicionado todos
os componentes do kit, exceto a Transcriptase Reversa e 2) Substituicdo da
amostra por volume igual de agua ultrapura.

O PCR em tempo real foi realizado com ensaios prontos contendo
sonda TagMan MGB-FAM (TaqMan Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems,
CA, USA) e primers especificos (TagMan Gene Expression Assay GEx, Applied
Biosystems, CA, USA).

A identificacdo dos ensaios utilizados para PCR em Tempo Real

encontra-se descrita no quadro abaixo:
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Gene Ensaios

Atp2a2 (Serca2a) Rn00568762_m1

PIn (fosfolambam) Rn01434045_m1
Ryr2 (receptor rianodinico) Rn01470303_m1
Ppia (ciclofilina) Rn00690933_m1

O sistema TagMan utiliza uma sonda fluorescente que permite a
deteccdo de um produto especifico da PCR conforme seu acumulo durante os
ciclos da reacdo. A sonda é constituida por um corante reporter fluorescente na
extremidade 5°e um corante quencher (silenciador) na extremidade 3°.
Enquanto a sonda estd intacta, a proximidade do quencher reduz bastante a
fluorescéncia emitida pelo corante reporter através da transferéncia de energia
por ressonancia de fluorescéncia. A sonda se anela a seqiiéncia antes dos primers
e é clivada por meio da atividade da nuclease 5" da Taq DNA polimerase enquanto
o primer é estendido. A clivagem da sonda separa o corante reporter do corante
quencher, aumentando o sinal da fluorescéncia emitida pelo corante reporter. A
fluorescéncia foi monitorada em tempo real com um aparelho StepOne Plus
(Applied Biosystems, CA, USA).

Todas as amostras foram amplificadas em triplicatas. As amostras
foram normalizadas pelo controle interno Ciclofilina e a quantificacdo da
expressdo realizada pelo método 2T, O modelo de calculo referente a
quantificacdo relativa do cDNA para PCR em tempo real foi desenvolvida pela
Perkin-Elmer Applied Biosystem e denominada de método delta-delta e foi

utilizada no presente trabalho.**

2.8 Determinacao das proteinas do transito de calcio - Western Blot

A expressdo das proteinas Serca2a e fosfolambam foram realizadas
pela técnica Western Blot seguindo as seguintes etapas: extracdo tecidual de
proteinas, eletroforese em gel, transferéncia das proteinas para membrana de
nitrocelulose, identificacdo das proteinas por anticorpos especificos e

quantificacdo das bandas por densitometria. A expressdo dos peptideos foi
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normalizada pela expressio da proteina constitucional glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH).

2.8.1 Extracao das proteinas miocardicas

Inicialmente, fragmentos amostrais (80-100 mg) foram
homogeneizados com 1,5 ml de tampao de extracdo contendo NaCl 100 mM,
Triton X-100 1% (v/v), deoxicolato de sédio 0,5% (w(v), SDS 0,1 % (w(v), glicerol
10% (v/v), Tris 10 mM (ph 7,4), EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ortovanadato de sddio
1 mM, NaF 10 mM e inibidores de proteases (P2714, Sigma- Aldrich). A seguir, o
homogenato foi centrifugado por 20 minutos, a 12000 rpm a 4° C, para
eliminacdo de material insoluvel. O sobrenadante foi coletado e separado em
aliquotas, que foram armazenadas a -80° C. A concentracdo de proteina total foi
analisada pelo método de Bradford utilizando a curva de BSA Protein Standard

como padrdo.”

2.8.2 Eletroforese em gel

Apdés a quantificacdo da concentracdo proteica, as amostras
cardiacas foram diluidas em tampao Laemmli (Tris - HCL240mM, SDS, 0,8%,
glicerol 40%, azul de bromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200mM) e separadas
por eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad,
Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico, de
empilhamento (Tris - HCL 240mM pH 6,7, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de
resolucdo (Tris - HCL 240mM pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed) a
4° C com 50 pg de proteina total. A concentracdo do gel de empilhamento
utilizada foi de 5% e a concentracdo do gel de resolucdo, determinada de acordo
com o peso molecular da proteina analisada, foi de 15% para a fosfolambam e
10% para a Serca2a. No primeiro poco do gel foi aplicado um padriao de peso
molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio - Rad, Hercules, CA, USA). A

corrida eletroforética foi efetuada a 30 min a 50 V e 2,5 horas a 120 V (Power
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Pac HC 3.0A, Bio - Rad, Hercules, CA, USA) com tampdo de corrida (Tris 0,25M,
glicina 192 mM e SDS 1%).

2.8.3 Transferéncia e identificacao das proteinas

Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose em sistema Mini - Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA, USA)
utilizando-se tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%
e SDS 0,1%). Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana
foram bloqueados mediante incubacdo com solucdo de 5% de leite em po
desnatado, dissolvido em solugdo basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e
detergente Tween 20) por 120 minutos a temperatura ambiente sob constante
agitacdo. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primdrio diluido
na solucdo basal, em agitacdo constante por 12 horas. Apds a incubagdo com o
anticorpo primario, a membrana foi lavada trés vezes em solucédo basal pH 8,0 e
incubada com o anticorpo secundario diluido em solucdo basal por 1,5 horas em
agitacdo constante. Para remover o excesso de anticorpo secundario, a membrana
foi lavada trés vezes em solucdo basal pH 8,0. Por fim, a imunodeteccdo foi
realizada por meio do método de quimioluminescéncia de acordo com as
instrucdées do fabricante (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate,
Thermo Scientific, USA). As membranas de nitrocelulose foram analisadas no
analisador de imagens Carestream Molecular Imaging (Carestream Health, Inc,
USA) nos tempos padronizados para cada proteina estudada. Apds essa etapa,
foram realizados procedimentos para a determinacdo do GAPDH. As mesmas
membranas foram lavadas em solucdo Stripping por 15 minutos em agitacdo
constante, e entdo, reiniciado o processo de bloqueio, incubacdo dos anticorpos
para o GAPDH e imunodeteccdo da mesma forma descrita anteriormente.

As analises quantitativas dos blots foram realizadas por programa analisador de

imagens.

2. CAsuisTICA E METODOS 25



2.8.4 Anticorpos primarios

Os anticorpos primdrios utilizados no estudo foram:

@ Serca2a ATPase rabbit polyclonal IgG (abcam, ab3625).
Diluicdo utilizada 1:1000.

@ Fosfolambam mouse monoclonal IgG (Thermo Scientific, MA3-
922). Diluicao utilizada de 1:500.

@ Fosfolambam fosforilada na serina 16 rabbit polyclonal IgG
(Badrilla, A0112). Diluicao utilizada de 1:5000.

@ GAPDH, mouse  monoclonal IgGl  (Santa  Cruz
Biotechnology,Inc, Europe, sc 32233). Diluicdo utilizada
1:10000.

2.8.5 Anticorpos secundarios

Os anticorpos primdrios utilizados no estudo foram:
@ Goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc,
Europe, sc 2005).
@ Goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc,
Europe, sc 2004).

2.9 Meétodos estatisticos

As variaveis continuas foram expressas pelas médias e seus
respectivos desvios padrdo. As varidveis de distribuicdio nao normal foram
representadas pelas medianas e seus intervalos interquartilicos.

As andlises entre os grupos Sham (cirurgia simulada) e
experimentais (com IA0), em todos os momentos do estudo, foram efetuadas pela
ANOVA de dois fatores. Quando necessdrio, os dados foram normalizados para
realizacdo desta andlise. Para esta analise estatistica foram considerados o fator 1
como sendo a presenca de IAo e fator 2 como sendo o tempo (1,4,8 e 12

semanas). O teste mostra 3 valores de p que correspondem a interacdo entre
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fator 1 e fator 2; diferencas apenas em relacdo ao fator 1, independentemente do
fator 2; e diferencas apenas em relacdo ao fator 2, independentemente do fator
1. Quando existe interacdo entre fator 1 e 2, foi realizado o pds teste de Holm
Sidak que mostra as diferencas das multiplas comparacées. Quando ha diferenca
no fator 1, neste caso a presenca de IAo e na auséncia de interacdo, o teste
apenas mostra que todos os animais do grupo IAo, independentemente da
semanas de estudo, sdo diferentes do grupo Sham. Quando ha diferenca no fator
2, neste caso o tempo e na auséncia de interacdo, o teste mostra que,
independentemente de ser do grupo sham ou IAo, a diferenca estd em algum
momento do tempo de IAo. Quando foram observadas diferencas no fator 1 -
presenca de IAo, na auséncia de interacdo - ou quando os dados ndo foram
passiveis de normalizacdo, as varidveis foram comparadas grupo a grupo com
testes t (ShamlXIAol); (Sham4XIAo4); (Sham8XIAo8);(Sham12XIAol2). Os
tempos do grupo Sham e tempos do grupo IAO foram comparados
separadamente por Anova de 1 via, complementados por Tukey. Assim, foram 6
comparacoes diferentes. Por isso, por meio da correcdo por Bonferroni, o valor de
p significativo foi considerado quando, apés multiplicacdo por 6, permanecia
abaixo de 0,05.

As associacbes entre variaveis com distribuicio ndo normal foram
avaliadas pelo teste de correlacdo de Spearman e entre as varidveis de
distribuicdo normal foram analisadas pelo teste de correlacdo de Pearson.

Foi adotado o nivel de significancia p<0,05.
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3. Resultados



As varidveis morfométricas, de pressdo ventricular, de hipertrofia,
fibrose e atividade colagenolitica dos grupos Sham e IAo estdo mostradas na
Tabela 1. O valor de p para o momento da diferenca entre os grupos, que nao
apareceu na Anova de duas vias, encontra-se na tabela 2.

Foram observados, em ambos os grupos, aumento do peso corporal
ao longo das semanas. Houve diferenca entre os grupos na semana 8, quando o
peso do grupo IAo foi maior que o sham. (Figura 1).

Observou-se que o peso do VE no grupo IAo foi maior em relacdo ao
Sham (Figura 2), ja na primeira semana (tabela 2) e, com a evolucdo do tempo,
houve aumento significativo do peso do VE em ambos os grupos.

A pressdo sistélica maxima alcancada pelo VE ndo foi diferente ao
longo do tempo e entre os grupos IAo e Sham. J4 pressdo diastdlica do VE foi
maior no grupo IAo, por uma diferenca que ocorreu na primeira semana (tabela
2).

A area do midcito foi maior no grupo IAo em comparagdo ao grupo
Sham, a partir da oitava semana (tabela2). Adicionalmente, aumentou com o
tempo, nos dois grupos (Figura 3). A figura 4 ilustra cortes histolégicos da area
do midcito corados com Hematoxilina-Eosina.

Em relacdo a MMP2, observou-se maior atividade no grupo IAo na
quarta semana, em comparacdo com grupo sham (Figura 5 e tabela 2). A figura 6
ilustra a atividade da MMP2 no gel de poliacrilamida.

O TIMP-1 aumentou com o tempo e foi maior no grupo IAo, na
quarta semana quando comparado com a quarta semana do sham (Figura 7 e
tabela 2).

A fracdo de coldgeno foi maior no grupo IAo em relacdo ao grupo
Sham, a partir da quarta semana. (Figura 8 e tabela 2). A figura 9 mostra a
fracdo de coldgeno em cortes histolégicos de 6 micras corados pelo Picro Sirius
red.

As varidveis ecocardiogréficas, analisadas no presente estudo, sdo
apresentadas na tabela 3. O valor de p para varidveis ecocardiograficas
mostrando o momento da diferenca entre os grupos, que ndo apareceu na Anova

de duas vias, encontra-se na tabela 4.
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Foi detectado aumento do DDVE no grupo IAo comparado ao Sham,
a partir da oitava semana (Figura 10 e tabela 4).

Houve hipertrofia da parede posterior (PP) do VE no grupo IAo com
interacdo entre os fatores grupo e tempo de evolucdo (Figura 11). Dentro do
grupo IAo, nas semanas 8 e 12, a PP foi maior do que com 1 semana. Nas mesmas
semanas, 8 e 12, a PP dos animais com IAo foi maior que do grupo sham nas
mesmas semanas, respectivamente (tabela 3).

A relacdo 2PP/DDVE nao foi diferente entre os dois grupos
submetidos ao procedimento (tabela 3).

O grupo IAo apresentou maior diametro do atrio esquerdo em
relacdo ao Sham nas quarta e décima segunda semanas (Figura 12 e tabela 4).

O grupo IAo apresentou maior indice de massa de VE a partir da
quarta semana (tabela 3).

A funcdo diastélica, mensurada pelas relacées E/A e E/E’, ndo foi diferente entre
os grupos. A andlise por Anova mostrou que nado houve alteracdes de E/E’ em
relacdo ao grupo e tempo.

A avaliacdo da funcdo sistolica com doppler tissular pela varidvel
S'mitral, ndo mostrou diferenca entre os grupos. No entanto, a varidvel
porcentagem de encurtamento foi menor no grupo IAo quando comparado ao
grupo Sham, na décima segunda semana (Figura 13 e tabela 4). Adicionalmente,
houve influéncia do tempo de acompanhamento em ambos os grupos, sendo que
nas semanas 8 e 12 a fracdo de encurtamento dos dois grupos foi menor que com
4 semanas. O débito cardiaco foi maior no grupo IAo em relacdo Sham e houve
aumento com o tempo de evolucao nos dois grupos (Figura 14).

A remodelacdo da geometria do VE foi mensurada pelo indice de
esfericidade, através do ecocardiograma. O indice de esfericidade foi maior no
grupo IAo quando comparado com o grupo Sham (Figura 15), hos momentos 1, 8
e 12 semanas (tabela 3). Além disto, houve aumento com o tempo de observacéo
no grupo IAo, de forma que 8 e 12 semanas foram diferentes de 4 semanas e 12
semanas foi diferente de 1 semana. Observou-se associacdo negativa entre o
indice de esfericidade e fracdo de encurtamento no grupo IAo (r=-0,477;

p=0,002) e associacdo ausente no grupo Sham (Figura 16).
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Na tabela 5 estdo representadas as expressdes relativas dos RNAm da
Serca2a, Ryr e fosfolambam. Ndo foram detectadas diferencas destas variaveis
entre os grupos IAo e Sham. Houve somente diferencas em decorréncia do tempo
de evolucao.

Foram observadas correlacdes significantes entre as expressdes dos
RNAm Serca2a e fosfolambam no grupo IAo (tabela 6) e entre Serca2a e
fosfolambam e entre Ryr e fosfolambam no grupo Sham. Houve correlacdo entre
o tempo e Serca2a no grupo IAo (r=0,591; p=0,032). No grupo Sham, houve
correlacdo entre Serca2a e tempo (r=0,592; p=0,047), entre Ryr e tempo
(r=0,676; p=0,014) e entre fosfolambam e tempo (r=0,612; p=0,034).

Nas analises de Western Blot, verificamos que nao houve diferenca
entre os grupos na quantificacdo da proteina Serca2a (Serca2a/GAPDH
normalizados; Figura 17). Além disso, as comparacgdes entre os grupos, ha mesma
semana, nao se alteraram (tabela 7). Por outro lado, com relacdo as analises da
proteina fosfolambam, apesar de ndo haver interacdo entre os grupos para a
varidvel Fosfolambam Fosforilada/Fosfolambam total, o grupo IAo foi diferente
do grupo controle, visto que essa varidvel foi maior no grupo Sham, independente
do tempo (Figura 18). As comparacbes multiplas nado identificaram qual o
momento que esta diferenca ocorreu (tabela 7).

A Figura 19 resume os momentos nos quais foram detectadas

alteracoes morfofuncionais, celulares e intersticiais.
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Tabela 1. Varidveis morfométricas, pressdo arterial, atividade colagenolitica dos grupos de ratos com insuficiéncia adrtica (IAo) e
controles (Sham), estudados 1, 4, 8 e 12 semanas apos a cirurgia.
Tempo PD Area Midcito MMP2 Fracdo de
Grupo (semanas) Peso(g) VE (g) VE/PC PS (mmHg) (mmHg) (2) Ativallnativa TIMP-1 Colégeno (%)
1 333+14,0 0,77+0,06* 2,31£0,17 130+18,0 8,10+2,80** 285+13,0 11,241,41 10,744,93 3,10£0,50
4 365+14,0 0,90+0,14% 2,4710,41 100+28,0 4,8045,40 320+18,0 13,7+£1,33% 21,748,308 3,52+0,48%
|Ao 8 4331440 1,0940,39 2,31£0,33 113+30,0 5,80+3,40 321£20,0& 12,8+1,20 19,948,90 3,860,645
12 454+35,0 1,0940,15@ 2,40£0,24 96,0£13,0 5,01£3,00 320+28,0@ 10,3+1,26 20,816,387 3,46x0,70@
1 333+14,0 0,68+0,02 2,04£0,13 111£10,0 4,00£2,00 2671210 9,54+1,41 8,10+2,61 2,49+0,38
4 380+22,0 0,72+0,04 1,90£0,12 124+25,0 4,50+£1,14 30349,10 9,75+1,41 11,4+4,01 2,61+0,48
Sham 396+39,0% 0,82+0,30 2,04£0,57 115+17,0 4,40£2,10 276x17,0 9,52+1,51 14,648,19 2,7240,42
12 470+35,0 0,88+0,06 1,8840,13 97,0£8,50 3,90+1,70 273+20,0 14,2+1,51 10,6+3,91 2,31£0,17
Anova Grupo ns P<0,001 ns ns P=0,037 P<0,001 ns <0,001 P<0,001
Duas Tempo P<0,001 P=0,01 ns ns ns P<0,001 ns 0,015 ns
Vias  Grupo*Tempo P=0,037 ns ns ns ns ns 0,026 ns ns

VE — peso do ventriculo esquerdo; VE/PC — razdo peso do ventriculo esquerdo e peso corporal; PAS — pressado sistdlica; PD — pressao diastélica; MMP2
Ativa/lnativa - atividade da metaloprotease 2 (razéo das bandas ativas/inativas). Analise estatistica efetuada pela Anova de duas vias, considerando-se os fatores
grupo IAo e Sham) e Tempo (1, 4, 8 e 12 semanas ap6s o procedimento cirirgico. ns - nao significante. Nivel de significancia p<0,05. Dados apresentados em
médiatdesvio padrao.

*: diferentes de 1 semana com |Ao
& diferentes de 8 semanas Sham
@diferentes de 12 semanas Sham
# diferente de 4 semanas com IAo
**. diferente de 1 semana Sham.
$: diferente 4 semanas Sham



Tabela 2. Apresentacdo do valor de p corrigido por Bonferroni para comparacdo
entre os grupos Sham e IAo nas semanas 1, 4, 8 e 12, quando houve

diferenca entre os grupos, mas nao houve interacédo entre os fatores.

Variavel 1 semana 4 semanas 8semanas 12 semanas
VE (9) p=0,006 p=0,012 p=0,09 p=0,012
PD (mmHg) p=0,048 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Area do Miécito (p2) p>0,05 p>0,05 p=0,0012 p=0,006
mmp ativa/ inativa p>0,05 p=0,03 p>0,05 p>0,05
TIMP-1 p>0,05 p=0,036 p>0,05 p>0,05
Fracéo de Colageno (%) p>0,05 p=0,0078 p=0,0014 p=0,012

VE — peso do ventriculo esquerdo; PD — pressao diastolica; mmp 2 Ativa/lnativa - atividade da
metaloprotease 2 (razdo das bandas ativas/inativa

3. RESULTADOS 33



Tabela 3. Medias e desvios padrao de varidveis ecocardiograficas dos grupos de ratos com insuficiéncia adértica (IAo) e controles

(Sham), estudados 1, 4, 8 e 12 semanas apo6s a cirurgia.

Tempo DDVE S’ Mitral

Gupo ) PP(mm)  2PPIDDVE  AE (mm) IMVE E/A o) E/E’ Mitral IE E (%) DC (mi/m)
1 7,701£0,34 1,30+0,25 0,17+£0,04 4,69+0,51 82,548,72 1,5540,43 5,12+0,83 0,23+0,07 0,71£0,05* 50,046,00 135+48,0
4 8,34+1,12 1,5140,26 0,18+0,04 5,05+0,74% 116+7,80* 1,3540,52 5,20+1,03 0,34+0,12 0,65+0,09 52,0+1,0 117+65,0
|Ao 8 8,77+1,16%  1,78+0,20* 0,2240,08 5,18+1,41 123+7,40* 1,28+0,42 5,54+0,93 0,38+0,08 0,78+0,10%& 38,0+7,00 157+37,0
12 8,60+1,02@  1,69+0,26*@  0,20+0,03 5,45+0,73@  11317,43*@ 1,53x0,17 5,92+1,15 0,31£0,08  0,81£0,06*@ 39,0+6,00@ 158+36,0
1 7,14+0,66 1,34+0,12 0,1940,002 4,21+0,76 85,548,72 1,50+0,41 5,37+1,68 0,31£0,10 0,61+0,07 51,019,00 90,0+£12,0
4 7,06+0,52 1,37+0,10 0,1940,03 3,81£0,39 76,118,72 1,80%0,17 5,00£0,53 0,29+0,04 0,62+0,05 54,0+6,00 84,0£29,0
Sham 8 711124 1,34£0,13 0,19+0,04 4,24+0,35 69,5+9,32 1,56£0,23 5,37+0,74 0,31+0,07 0,65+0,10 56,0+12,0 93,0+27,0
12 7,59+0,23 1,41£0,15 0,18+0,02 3,98+0,67 83,418,72 1,2710,46 5,50+0,83 0,28+0,08 0,59+0,10 54,0+10,0 121+40,0
Anova Grupo P<0,001 P<0,001 ns P<0,001 P<0,001 ns ns ns P<0,001 P=0,001 P<0,001
Duas Tempo ns P=0,015 ns ns ns ns ns P=0,05 P=0,01 P=0,002 P=0,031
Vias  Grupo*Tempo ns P=0,008 ns ns 0,013 ns ns ns P=0,003 ns ns

DDVE - diametro do ventriculo esquerdo no final da diastole; PP — espessura da parede posterior; 2PP/VEd - relagao parede posterior e didmetro do VE; AE — didmetro do atrio esquerdo; iMVE -
indice de massa do ventriculo esquerdo; E/A - razéo fluxo transmitral precoce e tardio; S’ Mitral — velocidade maxima do anel mitral, durante a sistole, obtido pelo doppler tecidual; E/E’ Mitral -
relagdo entre o fluxo transmitral precose e velocidade de deslocamento do anel mitral durante a diéstole; IE. - indice de esfericidade dado pela relagéo entre o didmetro maior e menor do ventriculo
esquerdo, durante a diastole, %E — porcentagem de encurtamento do VE; DC — debito cardiaco. Analise estatistica efetuada pela Anova de duas vias, considerando-se os fatores grupo I1Ao e Sham)
e Tempo (1, 4, 8 e 12 semanas ap6s o procedimento cirdrgico). ns — ndo significante. Nivel de significancia p<0,05.

*: diferentes de 1 semana com |Ao
& diferentes de 8 semanas Sham
@diferentes de 12 semanas Sham
# diferente de 4 semanas com |Ao
**: diferente de 1 semana Sham.



Tabela 4. Apresentacdo do valor de p corrigido por Bonferroni para comparacdo

entre os grupos Sham e TAo nas semanas 1, 4, 8 e 12.

Variavel 1 semana 4 semanas 8 semanas 12 semanas
AE p>0,05 p=0,004 p>0,05 p=0,003
DDVE p>0,05 p>0,05 p=0,004 p=0,05
E % p>0,05 p>0,05 p>0,05 p=0,006

AE — didmetro do atrio esquerdo; DDVE — didmetro do ventriculo esquerdo no final da diastole; E
% - porcentagem de encurtamento

Tabela 5. Médias e desvios padrdo das expressdes relativas do RNAm do tecido
cardiaco dos grupos de ratos com insuficiéncia adrtica (IAo) e controles

(Sham), estudados 1, 4, 8 e 12 semanas apos a cirurgia.

Grupo Tempo (sem) Serca2a Ryr Fosfolambam
1 0,81+0,28 1,12+0,38 0,86+0,36
Ao 4 1,18+0,54 1,27+0,67 0,87+0,49
8 1,15+0,21 0,92+0,21 1,03+0,29
12 1,73+0,78 1,24+0,32 1,35+0,39
1 0,91+0,11 0,86+0,19 0,88+0,19
Sham 4 1,68+0,93 1,49+0,54 1,09+0,50
8 0,92+0,36 1,49+0,54 0,95+0,30
12 1,45+0,42 1,91+0,55 1,48+0,39
Anova Grupo ns ns ns
Duas Tempo P=0,003 P=0,012 P=0,004
Vias Grupo*Tempo ns ns ns

Ryr: canal rianodinico. Analise estatistica efetuada pela Anova de duas vias,
considerando-se os fatores grupo |IAo e Sham) e Tempo (1, 4, 8 e 12 semanas) apos o
procedimento cirdrgico. ns — nao significante.

Nivel de significancia p<0,05.

Tabela 6. Correlacdo entre RNAm da Serca, canais rianodinicos e fosfolambam no

grupo IAo e Sham

Correlacao R P
Serca2a / Ryr 0,45 0,09
IAO Serca2a/Fosf 0,70 0,0005
Fosf/Ryr 0,38 0,23
Serca2a / Ryr 0,51 0,06
Sham Serca2a/Fosf 0,59 0,01
Fosf/Ryr 0,53 0,04

Ryr: canal rianodinico; Fosf: fosfolambam
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Tabela 7. Medianas e intervalos interqualiticos da quantificacdo das proteinas
reguladoras do transito de calcio do tecido cardiaco normalizadas dos
grupos de ratos com insuficiéncia adrtica (IAo) e controles (Sham),

estudados 1, 4, 8 e 12 semanas apds a cirurgia

Grpo  Tempo(sem) e e total normaizadas.

1,60 (0,88;5,09) 1,14 (0,28;1,85)

4 0,69 (0,4;1,1) 0,07 (0,02;0,3)

Ao 8 0,81+0,49 0,03 (0,02;0,04)

12 2,4 (1,26;6,79)* 1,00 (0,38;1,76)

1,32 (0,35;5,83) 4,11 (0,99;6,73)

4 0,98 (0,45;1,1) 0,66(0,42;1,13)

Sham 8 0,85+0,44 0,04 (0,02;0,14)

12 5,67 (1,65;9,6)%¢ 0,87 (0,65;1,32)
Anova Grupo - P=0,012
Duas Tempo - P= <0,001
Vias Grupo*Tempo - P=0,146

Fosf: fosfolambam; GAPH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

*: diferentes de 1 semana com IAo
& diferentes de 8 semanas Sham
# diferente de 4 semanas com |Ao
. diferente de 8 semanas IAo
adiferente de 4 semanas sham
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Figura 1. Media do peso corporal dos ratos com Insuficiéncia adrtica (IAo) e

Controles (Sham), observados em 1, 4, 8 e 12 semanas.
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Figura2. Evolucdo do peso do ventriculo esquerdo (VE) nos grupos IAo e Sham

durante 1 a 12 semanas de evolucio
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Figura3. Média da area seccional do midcito (ASM) nos grupos IAo e Sham
obervados em 1, 4, 8 e 12 semanas apds a inducdo de insuficiéncia

adrtica e cirurgia simulada.
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Figurad. Area do midcito em cortes histologicos de 4 micras corados com

Hematoxilina-Eosina nos grupos IAo e Sham.
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Figura5. Média da atividade de metaloprotease 2 (MMP2) nos grupos IAo e
Sham obervados em 1, 4, 8 e 12 semanas ap6s a inducdo de

insuficiéncia adrtica e cirurgia simulada.

1 semana 4 semanas 8 semanas 12 semanas
Sham IAO Sham Sham Sham

Figura 6. Atividade de metaloprotease 2 em gel de poliacrilamida nos grupos IAo

e Sham.
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Figura 7. Média da atividade do TIMP 1 nos grupos IAo e Sham obervados em 1,
4, 8 e 12 semanas apds a inducdo de insuficiéncia adrtica e cirurgia

simulada.
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Figura8. Média da porcentagem de coldgeno nos grupos IAo e Sham obervados
em 1, 4, 8 e 12 semanas apds a inducdo de insuficiéncia adrtica e

cirurgia simulada.
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Figura9. Fracdo de coldgeno em cortes histolégicos de 6 micras corados pelo

Picro Sirius red nos grupos IAo e Sham.
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Figura 10. Média do didmetro do ventriculo esquerdo no final da diastole (DDVE)
nos grupos IAo e Sham obervados em 1, 4, 8 e 12 semanas apds a

inducdo de insuficiéncia adrtica e cirurgia simulada.
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Figura 11. Média da medida da espessura da parede posterior (PP) do VE nos
grupos IAo e Sham obervados em 1, 4, 8 e 12 semanas apds a inducdo

de Insuficiencia adrtica e cirurgia simulada
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Figura 12. Evolucdo do didmetro do atrio esquerdo (AE) nos grupos IAo e Sham

durante 1 a 12 semanas de evolucio.
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Figura 13. Média da Porcentagem de Encurtamento (% ENC) nos grupos IAo e
Sham obervados em 1, 4, 8 e 12 semanas apos a inducdo de

Insuficiencia aortica e cirurgia simulada.
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Figura 14. Média do débito cardiaco (DC) nos grupos IAo e Sham obervados em 1,

7

4, 8 e 12 semanas apds a inducdo de Insuficiencia aortica e cirurgia

simulada.
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Figura 15. Média do indice de esfericidade (IE) nos grupos IAo e Sham obervados
em 1, 4, 8 e 12 semanas apds a inducdo de insuficiéncia adrtica e

cirurgia simulada
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Figura 16. Graficos de correlacdo linear de Pearson entre as variaveis fracdo de

encurtamento e indice de esfericidade dos grupos IAo (r=-0,477;

p=0,002) e Sham (r=0,136; p=0,466), superior

respectivamente.

e

inferior,

3. RESULTADOS

46



Semanas

B TP
Serca2A (116 Kd) i ! e, e

_#

GAPDH

Figura 17. Quantificacdo da proteina Serca2a nos grupos IAo e Sham pelo método
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Figura 18. Quantificacdo da proteina fosfolambam nos grupos IAo e Sham pelo

método Wersten Blott.
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Figura 19. Resumo dos momentos das principais alteracées do grupo submetido a insuficiéncia adrtica
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1 - aumento do/da; | - diminui¢&o da; AE — didmetro do AE; DDVE - didmetro do ventriculo esquerdo no final da diastole; VE - massa do ventriculo esquerdo; iMVE - indice de massa do ventriculo esquerdo;
PP - espessura da parede posterior, %E: porcentagem de encurtamento do ventriculo esquerdo




4. Discussao



O processo de remodelacdo cardiaca induzido pela sobrecarga de
volume é muito menos conhecido que o mesmo processo, decorrente da
sobrecarga pressorica. Por exemplo, medicacdes como inibidor de enzima
conversora da angiotensina, betabloqueadores e bloqueadores de aldosterona
parecem nhdo ter impacto em retardar o processo remodelacio em modelos
experimentais de sobrecarga de volume. Este fato sugere, que diferentemente da
sobrecarga de pressdo, outros mecanismos, que hdo o sistema renina
angiotensina aldosterona, estejam envolvidos na evolucdo da hipertrofia
excéntrica, na dilatacdo ventricular e na posterior disfuncéo sistdlica, que ocorre
na sobrecarga de volume. Adicionalmente, a hipertrofia excéntrica passa por
longo periodo assintomatica, sendo que seu tratamento com troca valvar é
indicado em formas avancadas da doenca.??"28

Portanto, faz-se importante estudar mecanismos fisiopatolégicos e
alteracées morfofuncionais ao longo do tempo de evolucdo da sobrecarga de
volume.**?* Dessa forma, foi escolhido o modelo de insuficiéncia adrtica, que é
caracterizada como uma condicdo particular, pois o VE é exposto a sobrecarga de
volume e pressdo. Assim, coube a este trabalho a intencdo de gerar hipdteses para
futuras pesquisas que envolvam propostas de terapias medicamentosas e
diferentes momentos para indicacdo da troca valvar.

Para tanto, o presente estudo avaliou, por meio de ecocardiografia,
alteracées morfofuncionais cardiacas, induzidas pela IAo experimental, em ratos
acompanhados por 1, 4, 8 e 12 semanas, apds o procedimento. Além do estudo
morfofuncional, foram avaliadas hipertrofia, fibrose, atividade de MMP2, TIMP-1
e expressdo génica e de proteinas envolvidas no transito de calcio.

Esse estudo mostrou que, agudamente, na primeira semana apds
cirurgia de IAo, houve aumento da pressao diastdlica de VE, ndo acompanhada de
aumento da pressdo sistolica. Apds a quarta semana a pressdo diastdlica manteve-
se em nivel semelhante entre os grupos (Figura 3), mostrando que, por uma
inadaptacdo ventricular momentanea, ocorre a insuficiéncia cardiaca aguda apds
a criacdo da insuficiéncia adrtica. O quadro agudo reverte-se na quarta semana de
evolucdo e a pressao diastdlica final se mantem em niveis normais até o final de

experimento. Resultado similar foi anteriormente obtido por Liu et al.*° Portanto,
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a insuficiéncia adrtica aguda promove, precocemente, a insuficiéncia cardiaca que
é espontaneamente revertida e o coracdo se adapta a nova condicio de
sobrecarga de volume.

Em relacdo as alteracdes morfofuncionais, avaliadas pelo peso do VE
e ecocardiografia transtordcica, aconteceram na seguinte sequéncia: indice de
esfericidade, peso do VE, AE, PP, DDVE e por fim alteracdo da funcao.

Logo na primeira semana apds IAo observou-se alteracdo no indice
de esfericidade (relacdo entre o eixo maior e eixo menor da camara ventricular
esquerda no final da didstole), devido a regurgitacdo adrtica aguda instalada. A
sobrecarga de volume promove tensdo uniforme e em todas as direcdes do VE,
que favorece a mudanca do VE para forma mais esférica.® Assim, na primeira
semana apos IAo, observou-se aumento no indice de esfericidade e, nas semanas
subsequentes, houve recuperacdo da geometria. Entretanto, a partir da oitava
semana, a remodelacdo geométrica é progressiva e a forma eliptica da camara
ventricular esquerda progressivamente torna-se esférica em resposta a
sobrecarga croénica de volume.

O peso do VE mostrou-se aumentado desde a primeira semana. A
partir da quarta semana apds IAo, houve aumento do indice de massa do VE na
auséncia de alteracdo da espessura relativa da parede posterior (ERP), avaliada
pela razdo entre (2PP/DDVE).

Em seguida, na oitava semana, houve aumento da PP e DDVE sem
diferencas em relacdo a ERP.

Os diferentes padroes de hipertrofia sdo:
@ Normal: iMVE e ERP normais
@ Remodelacdo concéntrica: iMVE normal e ERP aumentada
@ Hipertrofia excéntrica: iIMVE aumentada e ERP normal
@ Hipertrofia concéntrica: iIMVE e ERP aumentadas.

Assim, a partir da quarta semana, pode-se afirmar que os ratos
submetidos a IAo apresentaram hipertrofia miocardica excéntrica como principal
mecanismo adaptativo a sobrecarga cronica de volume. Nesta condicdo, é suposto
que os midcitos apresentem crescimento longitudinal, favorecendo a dilatacdo da

e

cavidade. Porém, baseado na lei de La Place, a tensdo na parede do VE é
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equivalente a pressdo diastdlica X raio da cavidade/ espessura da parede.’'?>?
Entdo, neste modelo, o ventriculo submetido a sobrecarga de volume, apresentou
aumento do raio da cavidade. Para normalizar a tensdo é necessdrio tentar
aumentar a espessura da parede. Neste estudo, houve aumento da drea seccional
dos midcitos, avaliada pela histologia do tecido cardiaco, alteracdo que pode ser
explicada pela tentativa de aumentar a espessura e manter a tensdao da parede do
VE.*>*? Adicionalmente, o modelo de insuficiéncia adrtica impde sobrecarga, nao
apenas de volume, mas também de pressao.

No mesmo momento, na quarta semana, houve aumento do atrio
esquerdo (AE) em relacdo ao grupo sham. Entretanto, dentro do grupo IAo nao
houve diferenca entre o tamanho do AE nos diferentes momentos estudados.
Estes resultados mostram que a discussdo sobre disfuncdo diastélica na IAo é
controverso. Roscani et al.® sugeriram que este ndo é um modelo que implique em
disfuncao diastélica, pois a dilatacdo do VE aumenta a complacéncia ventricular e
mantém a pressdo de enchimento adequada. Por outro lado, Enache et al.??
observaram aumento do volume do AE em individuos com IAo assintomatica e
sem disfuncéo sistdlica, quando comparado com o grupo controle. Em estudos
clinicos prévios, a avaliacdo ecocardiografica de pacientes com insuficiéncia
adrtica mostram que eles apresentam disfuncdo diastélica, provavelmente
resultante de alteracdes no relaxamento, elasticidade, volume residual e tamanho
do VE.3%3*

Por fim, a fracdo de ejecdo tornou-se reduzida na décima segunda
semana, corroborando com a ideia de que a sequéncia de alteracdes morfoldgicas
precedem a disfuncido sistdlica. Entretanto, no presente estudo nado avaliamos
sintomatologia de insuficiéncia cardiaca. O indice de esfericidade, assim como em
outros trabalhos, apresentou correlacdo negativa com a fracdo de ejecdo no
grupo IAo, sugerindo que este poderia ser um indice mais precoce para deteccdao
de disfuncao sistdlica. Diante dos resultados, em acordo com a literatura, ao lado
da hipertrofia ventricular, a alteracdo geométrica é um mecanismo adaptativo
para diminuicdo da tensdo parietal e preservacdo da funcdo cardiaca.’> No
entanto, a esferilizacdo do ventriculo, com o tempo de evolucédo, é progressiva,

assim como a piora da funcédo sistélica do VE mensurada pela porcentagem de
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encurtamento. A relacdo inversa entre o indice de esfericidade e fracdo de
encurtamento estd na figura 16.

Interessantemente, o débito cardiaco aumentou progressivamente
com a evolucdo da IAo, possivelmente devido ao aumento do volume do VE pela
sobrecarga de volume. Pode ser que mantenha-se neste patamar até o surgimento
de sintomas da disfuncéo cardiaca. Portanto, na IAo, o débito cardiaco nao seria
um bom parametro de medida da disfuncao sistdlica.

Em vrelacdo aos mecanismos potencialmente envolvidos nas
alteracées morfofuncionais causadas pela sobrecarga de volume, podemos
destacar as alteragcées da matriz extracelular (MEC). A MEC apresenta arquitetura
complexa, composta por rede de coldgeno, proteoglicanas, glicosaminoglicanas,
entre outras moléculas bioativas. A funcdo da MEC compreende a manutencéo da
estrutura, arquitetura e orientacdo das fibras musculares, bem como auxiliar na
contracdo.’® As metaloproteases e os inibidores de metaloproteases (TIMPs)
apresentam papel crucial na remodelacio da MEC.>® Adicionalmente, as
metaloproteases possuem papel relevante na remodelacdo cardiaca nos modelos
de sobrecarga de volume.?”*® No presente estudo, a ativacdo da MMP2 aconteceu
na quarta semana apés IAo, juntamente com o aparecimento da hipertrofia
excéntrica. Portanto a MMP2 pode ter contribuido com a degradacdo do coldgeno
e aumento da camara ventricular. Entretanto, na tentativa de compensar esse
remodelamento cardiaco, houve aumento da TIMP 1 nesse mesmo periodo, que
provavelmente conteve uma dilatacdo excessiva induzida pela sobrecarga de
volume.'® Adicionalmente, é possivel que outras metaloproteases também estejam
envolvidas nesse processo, ja que o TIMP-1 ¢ inibidor de outras enzimas
diferentes de metaloprotease-2.'* Sobre a deposicdo de colageno, em modelos de
sobrecarga de volume pura, existe reducdo da deposicio de colageno.”
Entretanto, o modelo de IAo impde sobrecarga de pressdo e volume, o que pode
justificar a maior porcentagem de coldgeno intersticial que apareceu apds a

|16

quarta semana.’” Da mesma forma, Mazzo et al.'® observaram fibrose na primeira

semana apos realizacdo de fistula aorto-cava em ratos, principalmente na regiao

subendocddica, local este de menor fluxo miocdrdico. Outro exemplo, apds 4 e 8

'40

semanas de cirurgia de fistula aorto-cava em ratos, Guido et al.*® encontraram
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fibrose intersticial e subendocardica devido a queda de pressdo de perfusdo
coronariana e aumento das pressdes ventriculares. Portanto, é possivel que,
juntamente com a degradacdo do coldgeno, tenha-se iniciado o processo de
fibrose, para que os efeitos da dilatacdo ventricular ndo causassem alteracgoes
precoces da funcao cardiaca.

Outros mecanismos potencialmente relacionados com disfuncao
diastdlica ou sistdlica sdo alteracdes no transito da canal de calcio. Neste
trabalho, as concentragdes relativas dos RNAm para a Serca2a, fosfolambam e
Ryr ndo foram diferentes entre os grupos IAo e Sham. Observamos associacdo
entre concentracgdes relativas dos RNAm da Serca2a e fosfolambam nos grupos
IAo e Sham. Houve tendéncia de associacdo entre Ryr e Serca2a, principalmente
no grupo Sham. Houve associacdo entre Ryr e fosfolambam no grupo Sham. No
grupo IAo, as auséncias do aumento progressivo de fosfolambam e Ryr e de
associacdo entre Serca2a e Ryr e entre Ryr e fosfolambam, podem significar que a
presenca de sobrecarga de volume ocasiona a perda de interacdo entre as
proteinas reguladoras da homeostase do cdlcio, o que poderia favorecer a
disfuncdo do processo de acoplamento do cdlcio no mecanismo de excitacao-
contracdo, que precederia o surgimento da insuficiéncia cardiaca. *****!

Embora nao tenhamos encontrado diferencas entre os grupos nas
expressdes do RNAm das proteinas do transito de célcio, verificamos que a
concentracdo de fosfolambam fosforilada foi menor no grupo IAo. Sabendo que
niveis adequados de fosfolambam sdo fundamentais na funcdo cardiaca*’, é
possivel que a reducdo de sua concentracdo fosforilada tenha reduzido a funcao
da serca2a, contribuindo no remodelamento ventricular e piora da funcao
diastélica a partir da quarta semana, através do aumento do didametro do atrio
esquerdo.

Em resumo, os dados obtidos no estudo nos mostram que:

® Na primeira semana apés IAo houve aumento do indice de esfericidade,
mostrando que o coracdo adquire forma esférica precocemente.
@ Na quarta semana apds IAo, observa-se hipertrofia excéntrica com ativacdo de

MMP2. Nesse mesmo periodo, ocorre aumento da TIMP-1 e fracdo de
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coldgeno, na tentativa de conter uma dilatacdo excessiva induzida pela
sobrecarga de volume.

® A atividade compensatéria de TIMP-1 junto com aumento da fracdo de
coldgeno nado foram suficientes para impedir que, na oitava semana apds IAo,
ocorresse aumentos da esfericidade ventricular e diametro diastélico do VE.

@ Ainda na oitava semana, ha aumento da drea dos midcitos, seguido de
aumento da espessura da parede posterior como forma de manter a tensao
parietal proxima do normal para que ndo ocorra prejuizo da funcao cardiaca.

@ Na semana 12 apds IAo, a sobrecarga cronica de volume ocasiona prejuizo da
funcdo cardiaca, observada pela reducdo da porcentagem de encurtamento.

® E possivel que a reducdo da fosfolambam fosforilada no grupo IAo também
esteja envolvida no processo de remodelamento ventricular e tenha
contribuido na piora da funcdo diastdlica observada pelo aumento do

diametro do 4trio esquerdo.
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5. Conclusoes



Verificamos, com 1 semana apds IAo, que as primeiras alteracdes
morfofuncionais causadas pela sobrecarga de volume foram alteracdo da
geometria ventricular para forma esférica e aumento da massa do VE. Em
seguida, na quarta semana de evolucédo, observou-se de aumento do diametro do
atrio esquerdo e da fracdo de coladgeno. Neste mesmo periodo houve ativacdo da
MMP-2 e TIMP-1, que precederam os aumentos da espessura da parede posterior,
da drea seccional do midcito e do didmetro diastdlico do VE, ocorridos na oitava
semana, mostrando que estes mecanismos podem ter participado da dilatacdo e
hipertrofia ventricular. E possivel que haja participacdo de alteracdes do transito
de célcio, porém nao foi possivel detectar o momento exato. E, por fim, na décima
segunda semana, observou-se reducdo da funcdo cardiaca pela diminuicdo da

porcentagem de encurtamento.
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