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RESUMO



Fundamento: A adaptacdo cardiaca a insuficiéncia adrtica resulta em hipertrofia
excéntrica seguida de disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca. A evolugao
desse processo ainda ndo é bem compreendida. Objetivos: Avaliar a adaptacao
cardiaca a insuficiéncia adrtica aguda experimental por meio de ecocardiografia,
identificar os marcadores anatémicos de transicio da hipertrofia excéntrica
compensada para a fase descompensada e verificar se existe associacdo entre
marcadores anatomicos e de disfuncdo ventricular e fibrose miocardica.
Casuistica e Métodos: Estudo experimental com 35 ratos Wistar machos, 23
animais submetidos a insuficiéncia adrtica aguda (grupo IAO) e 12 animais a
procedimento simulado (Grupo Controle). Todos os animais foram seguidos com
ecocardiogramas seriados com 1, 4, 8 e 16 semanas. No término do protocolo, foi
realizada morfometria do tecido cardiaco. A analise estatistica foi efetuada por
meio do teste “t” de Student, Mann-Whitney, ANOVA de medidas repetidas,
Modelo de Regressao Longitudinal (GEE) e Modelo de Regressado Linear simples e
multipla. Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi p<0,05.
Resultados: Houve interacdo entre tempo e insuficiéncia adrtica para aumentar o
diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE, p<0,001), a area normalizada
do atrio esquerdo (AAE/AAD, p=0,0011) e indice de esfericidade (I/L, p<0,001) e
diminuir a do ventriculo esquerdo (PP/DDVE, p=0,009) e a porcentagem de
encurtamento (%E, p<0,001). Comparativamente a semana 1, o aumento do I/L
na semana 4 (0,72+0,10 vs. 0,65+0,60; p<0,001) ocorreu anteriormente ao
aumento do DDVE (9,00+1,30 mm vs. 7,60+0,63 mm; p<0,05), observado na
semana 8. Também precedeu o aumento da AAE/AAD (1,59+0,35 vs. 1,45x0,20;
p<0,05) e a redugdo da PP/DDVE (0,18+0,04 vs. 0,20+0,02; p=0,003), observados
na semana 16. Houve interacdo entre tempo e /L para reduzir a %E (p<0,001). A
regressao linear multipla mostrou que na semana 4 apenas o DDVE foi preditor
de disfuncao sistélica na semana 16 (R?=0,35; p=0,026). O mesmo modelo obtido
na semana 8 mostrou que apenas |/L e AAE/AAD foram independentemente
associados a reducdo da %E na semana 16 (R?’=0,52; p=0,031 e p=0,032,
respectivamente). No momento final do protocolo, os grupos eram semelhantes
quanto ao peso corporal (IAO: 476x67 g5 Controle: 429+82 g5 p=O,57),
porcentagem de dgua no figado (IAO: 70+1%; Controle: 70+2%; p=0,376) e peso
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umido dos pulmées normalizado para o peso corporal (IAO: 6,54+1,56 mg/g;
Controle: 6,06+0,75 mg(g; p=0,57). Nao houve diferenca entre os grupos quanto
a fracdo de volume de colageno (CVF; IAO: 6,63 %; 5,4-8,9 %; Controle: 6,23 %;
3,63-6,89 %, p=0,23). No entanto, essa variavel apresentou associacdo inversa e
significante com a %E, nos animais IAO, na semana 16 (R=0,58, R*=0,33;
p=0,008). Conclusdes: Nesse modelo experimental, a adaptacado cardiaca se faz a
partir de hipertrofia excéntrica compensada, seguida de fase descompensada,
caracterizada por sinais de disfuncdo sistdlica e diastélica e na auséncia de
fenémenos congestivos. O indice de esfericidade é um marcador precoce dessa
transicdo. O aumento da drea do atrio esquerdo, um indice de disfuncao
diastélica, também foi marcador de disfuncédo sistdlica. A presenca de fibrose no

grupo IAO parece acentuar a disfuncao ventricular.

Palavras-chave: insuficiéncia cardiaca, geometria esférica, hipertrofia

descompensada e Doppler-ecocardiograma.

REsSuUMo Vii



ABSTRACT



Objectives: To evaluate the cardiac adaptation to experimental acute aortic
regurgitation by echocardiography, to identify the anatomical markers of the
transition from compensated eccentric hypertrophy to decompensated stage and
to investigate the association between anatomical markers of ventricular
dysfunction and myocardial fibrosis. Methods: Thirty five Male Wistar rats
underwent surgical procedure for inducing acute aorta regurgitation (AR group,
n= 23) or sham operation (SH group, n= 12). Transthoracic echocardiograms
were performed at 1, 4, 8 and 16 weeks after procedure. At the end of the
protocol, morphometry of the heart tissue was performed. Statistical analyses
used t test, Mann-Whitney, repeated measures ANOVA, GEE model (General
Estimative Equation, STATA 10.0), linear regression model and multiple linear
regression. In all cases, the level of significance was p <0.05. Results: There were
interactions between time and AR for increasing left ventricle diastolic diameter
(LVDD, p<0.001), normalized left atrium area (LAA, p=0.0011) and sphericity
index (SI, p<0.001), and for decreasing relative wall thickness (RWT, p=0.002)
and fractional shortening (FS, p<0.001). Compared to week 1, the increased SI at
week 4 (0.72x0.10 vs. 0.65x0.60; p<0.001) preceded the LVDD enlargement
(9.00+£1.30mm vs. 7.60+0.63mm; p<0.05) and LAA increasing (1.59+0.35 vs.
1.45+0.20; p<0.05) observed at week 8 and RWT decreasing observed at week 16
(0.18+0.04 vs. 0.20+0.02; p=0.003). There was an interaction between time and
SI for reducing FS (p<0.001). LV systolic dysfunction was detected at week 8 and
preceded LAA enlargement at week 16. This suggested increased LV diastolic
pressure and it was coincident with the decreased RWT indicating LV dilation. The
Multiple Regression Model found that at week four, only LV diastolic diameter
was independently associated with fractional shortening at week 16 (R*=0,35;
p=0,026). The model obtained at week 8 showed that, at this time, only
sphericity index and normalized left atrium area were independently associated
with the decreased fractional shortening at week 16 (R*=0,52; p=0,031 e
p=0,032, respectively). At the end of the protocol, the groups were similar in
body weight (IAO: 476 = 67 g; Sham: 429 + 82 g, p = 0.57), percentage of water
in the liver (IAO: 70 + 1%; Control 70 + 2%, p = 0.376) and lung wet weight
normalized to body weight (IAO: 6.54 + 1.56 mg [ g, control: 6.06 + 0.75 mg [ g,
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p = 0, 57). There was no difference between groups as collagen volume fraction
was concerned (CVF; IAO: 6.63%[5.4 to 8.9%], control: 6.23%(3.63 to 6.89%], p =
0.23). CVF presented a significant inverse association with FS, in IAO group, week
16 (R = 0.58,R2 = 0.33, p = 0.008). Conclusions: In this experimental model, the
cardiac adaptation is eccentric hypertrophy, followed by decompensated phase,
characterized by signs of systolic and diastolic dysfunction in the absence of
congestive phenomena. The sphericity index is an early marker of this transition.
Increased left atrial area, an index of diastolic dysfunction, is also a marker of
systolic dysfunction. The presence of fibrosis in the IAO group appears to

enhance left ventricular dysfunction.
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1. INTRODUCAO



A principal resposta do coracdo as sobrecargas hemodinamicas
cronicas é a hipertrofia miocardica. Durante muito tempo, os autores
argumentaram sobre o papel benéfico ou prejudicial da hipertrofia nessas
situacoes. A partir do final da década de 80 e nos anos 90, os estudos sobre a
remodelacdo miocdrdica mostraram claramente que a hipertrofia é a alteracao
marcadora de eventos cardiovasculares desfavoraveis, na evolucido das diferentes
cardiopatias®”’. Remodelacao cardiaca é a denominacdo que se dd a um processo
complexo e multifatorial que envolve alteracdes da massa, do volume e da
geometria ventricular. Também se acompanha de modificacdes estruturais e
bioquimicas do miocardio que se constituem nos principais fatores associados a
faléncia ventricular®. No entanto, a remodelacdo é mecanismo de adaptacio
cardiaca a sobrecarga de volume ou pressio e sua principal manifestacao
detectavel clinicamente é a hipertrofia miocardica®®.

A hipertrofia concéntrica ocorre em resposta a sobrecarga
pressoérica e consiste na replicacdo em paralelo dos sarcomeros de modo a
aumentar a espessura de parede, mantendo constante a tensdo parietal®. Os
principais exemplos sdo hipertensdo arterial e estenose adrtica. Esse processo é
bastante estudado e se caracteriza, principalmente, por aumento do diametro dos
midcitos, fibrose intersticial miocardica, reducido da reserva coronariana, ativacio
de genes fetais, aumento da apoptose e disfuncdao miocdrdica. De inicio, essa
alteracdo causa disfuncdo ventricular diastélica®™®.

O processo de adaptacdo que ocorre na sobrecarga de volume é
bastante diferente e menos estudado. Nessa situacdo, o aumento da tensio de
parede ocorre na didstole, provocando a replicacdo em série dos sarcomeros,
alongamento dos midcitos e aumento do diametro da cavidade ventricular. Numa
fase compensada dessa adaptacdo, ha aumento proporcional da espessura da
parede, de modo que a hipertrofia excéntrica é capaz de normalizar a tensao
parietal e preservar a funcdo ventricular. No entanto, havendo manutencao da
sobrecarga, ocorre aumento progressivo do didmetro da cavidade, sem aumento
proporcional da espessura da parede miocardica. Instala-se a condicdo de

hipertrofia excéntrica descompensada, com sobrecarga hemodinamica e faléncia
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progressiva do ventriculo esquerdo (VE)®®. A insuficiéncia adrtica (IAO), a fistula
aorto-cava e a insuficiéncia mitral sdo exemplos dessa condicao.

Ha poucos modelos experimentais de sobrecarga de volume descritos
na literatura. Os mais comuns sdo a insuficiéncia mitral em caes?” e a fistula
aorto-cava® e a insuficiéncia adrtica em ratos®.

A regurgitacdo adrtica é a principal doenca valvar que cursa com a
coexisténcia de sobrecarga volumétrica e sobrecarga pressérica. A primeira
causada pelo volume regurgitante durante a didstole e a segunda secundaria ao
aumento da resisténcia vascular periférica e ao excesso de volume que ocorre
durante a fase de ejecdo. O processo de adaptacdo a essa sobrecarga
hemodinamica peculiar é bastante interessante. A hipertrofia excéntrica,
inicialmente compensada, permite ao ventriculo aumentar sua capacidade de
conter o excesso de volume. Isto é, ha aumento da complacéncia do VE. Como
consequiéncia, a pressdo de enchimento ventricular permanece em niveis normais
e o fluxo diastélico atrioventricular ocorre sem sobrecarga para o atrio
esquerdo®!!Y. Portanto, ndo havendo congestdo pulmonar, os individuos com
insuficiéncia adrtica permanecem longos periodos sem manifestar o principal
sintoma de faléncia ventricular que é a intolerancia aos esforcos fisicos. No
entanto, em funcdo dos mecanismos adaptativos, ha modificacées intrinsecas
importantes no miocdrdio, suficientes para induzir disfuncdo celular ou
ventricular, mesmo na auséncia de sintomas. Com isso, em geral, o diagnéstico da
disfuncdo cardiaca ocorre tardiamente, com menor chance de regressio das
alteracoes®.

Ha consenso hoje de que a disfuncdo miocardica na insuficiéncia
aortica ocorre de maneira continua, a partir da instalacdo da sobrecarga
hemodinamica, mas nao se conseguiu estabelecer um marcador morfolégico ou
funcional que se associe com risco aumentado de evolugdo para disfuncao
ventricular. A disfuncéo sistélica, definida neste contexto como fracdo de ejecdo
diminuida ao repouso, é inicialmente um fenémeno reversivel, secundario ao
aumento da pds-carga, com possibilidade de normalizar o tamanho do VE e a
fracao de ejecdo apods a terapia de substituicdo valvar adrtica®®'®. Por outro lado,

quando o VE assume geometria esférica e dilatacdo significativa, a depressdo da
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contratilidade miocardica passa a ser o principal fator responsavel pela disfuncao
sistélica e o beneficio da correcdo valvar cirurgica torna-se cada vez menor. As
diretrizes atuais da sociedade americana e européia de cardiologia preconizam a
intervencdo cirurgica mais precoce, em pacientes assintomaticos que ja
apresentem dilatacdo ventricular esquerda significativa ou mesmo reducdo
discreta da fracdo de ejecdo"™®. Isso se deve principalmente a sequéncia de
trabalhos elaborados desde a década de 80“>3% que mostraram que a
intervencdo precoce nestes pacientes se associa a melhora da sobrevida a longo
prazo. Uma andlise retrospectiva, publicada em 2006, por Tornos e
colaboradores®?, mostrou que os pacientes que se enquadravam nas atuais
diretrizes para indicacdo de substituicao da valva adrtica devido a insuficiéncia
aortica isolada evoluiram com melhora da sobrevida pés-cirurgica em relacdo aos
pacientes que tiveram indicacdo de intervencdo mais tardiamente. No entanto,
essa questdo continua em debate, pois a reducdo da fracdo de ejecdo, o
aparecimento de sintomas significativos e a dilatacdo importante da cavidade
ventricular esquerda, constituem os Unicos marcadores conhecidos para
intervencdo cirurgica. Até o presente, permanece sem definicio o papel da
mudanca de geometria do VE como preditor de desfechos na insuficiéncia adrtica.
Também ndo se conhece a importancia do aumento do atrio esquerdo, um
marcador de disfuncido diastolica®?**, na evolucdo da doenca.

Os principais aspectos fisiopatolégicos analisados nos estudos sobre
sobrecarga de volume foram o papel do sistema renina-angiotensina-aldosterona,
a matriz coldgena extracelular e contratilidade miocdrdica in vitro. Os principais
resultados foram obtidos até 10 semanas de evolucdo no modelo classico de
fistula aorto-cava e mostraram aumento do débito e do indice cardiaco®**®.
Brower e Janicki®”?, com observacdes efetuadas até 21 semanas de evolucio,
também no modelo de fistula aorto-cava, mostraram prejuizo intrinseco da
contratilidade miocardica e desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, com
incidéncia de 80% de mortalidade apds exposicdo a sobrecarga cronica de volume.

Wang e colaboradores® publicaram em 2003 as alteragdes
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
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hipertrofia ventricular durante o seguimento. O primeiro estagio ocorreu nas
duas primeiras semanas apds a cirurgia e foi caracterizado por hipertrofia
ventricular em desenvolvimento, com aumento rapido da massa do ventriculo
direito e esquerdo. A hipertrofia compensatéria ocorreu com 2 a 8 semanas de
evolucdo sem alteracéo significativa da performance hemodinamica, avaliada por
meio da fracdo de ejecdo. Entre 8 e 16 semanas ocorreu faléncia dos mecanismos
compensatérios e os animais apresentaram aumento da tensdo parietal e
insuficiéncia cardiaca, com prejuizo significativo da funcdo ventricular.

Stefano e colaboradores®® avaliaram a funcdo diastélica e sistdlica
de ratos Wistar, submetidos a fistula arterio-venosa infra-renal, por oito semanas.
Os autores observaram que, embora o VE com hipertrofia excéntrica apresentasse
aumento da sua complacéncia, os indices de contracdo e de relaxamento se
associaram inversamente com o peso do VE. Isto é, nessa condi¢do experimental o
enchimento diastdlico poderia ocorrer com baixas pressdes, prevenindo os
fenémenos congestivos proprios da insuficiéncia cardiaca. No entanto, ja haveria
sinais de disfungdo miocardica, a qual foi proporcional ao grau de hipertrofia.

A presenca de fibrose miocardica nesse modelo experimental é tema
de controvérsia. Guido e colaboradores®? investigaram o papel da pressdo de
perfusdo coronariana no remodelamento subendocardico e os possiveis efeitos
sobre a funcdo cardiaca em um modelo de fistula aorto-cava. Os autores
mostraram que a disfuncdo ventricular estava associada a fibrose intersticial e,
surpreendentemente, essa fibrose ocorreu com maior predominancia nas dreas de
reducdo do fluxo coronariano, sugerindo que a queda da pressdo de perfusdo
coronariana tem correlacdo fisiopatolégica com a disfuncdo ventricular na
sobrecarga de volume. Por outro lado, outros autores nao observaram fibrose
intersticial relevante em modelos experimentais de sobrecarga de volume©®540+D),

O ecocardiograma, largamente reconhecido por proporcionar boa
acuracia nas medidas quantitativas, morfolégicas e funcionais do ventriculo
esquerdo em humanos, tem se revelado um importante método na avaliacdo de
aspectos hemodinamicos e de geometria e funcdo ventricular esquerda em
pequenos animais. Modelos experimentais de insuficiéncia adrtica que estudaram

a adaptacdo ventricular crénica a essa sobrecarga de volume sdo escassos na
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literatura. Plante e colaboradores®? observaram por meio da andlise
ecocardiografica comparativa de 2 semanas, 6 meses e 12 meses que ratos Wistar
com insuficiéncia adrtica apresentavam aos 6 meses da avaliacdo dilatacao
ventricular e hipertrofia excéntrica, sem prejuizo na funcao sistélica. Foi também
realizada analise histopatoldgica do miocdrdio dos animais, sendo observado
aumento significativo da fibrose subendocardica, com 6 meses e 1 ano de
acompanhamento da insuficiéncia adrtica.

Murakami e colaboradores®® compararam ratos com insuficiéncia
adrtica tratados com perindopril com ratos com insuficiéncia adrtica sem
tratamento e ratos com cirurgia simulada. Realizaram seguimento
ecocardiografico a cada 2 semanas no total de 12 semanas e mostraram dilatacao
ventricular, reducdo mais acentuada da porcentagem de encurtamento e
aumento do colageno intersticial nos ratos com insuficiéncia adrtica sem
tratamento quando comparado aos demais grupos. Por outro lado, Liu e
colaboradores®® induziram insuficiéncia adrtica moderada a importante em 11
coelhos, confirmada pelo ecocardiograma. Apds a morte desses animais, foi
efetuada analise histopatoldgica do miocardio. Seis animais morreram em um ano
e meio de seguimento e todos apresentaram sinais histologicos de lesao
miocardica. Os cinco animais remanescentes foram sacrificados com cerca de 2,9
anos de seguimento e nao foram encontradas evidéncias patoldgicas de lesao
cardiaca, mostrando variedade histopatoldgica significativa no aparecimento de
insuficiéncia cardiaca para o mesmo grau de sobrecarga de volume no modelo
experimental de insuficiéncia adrtica.

Diante das informacdes obtidas na literatura formulou-se a hipdtese
de que, na insuficiéncia adrtica, outras alteracoes estruturais cardiacas, além do
aumento do VE, ocorrem precocemente, antes da disfuncdo ventricular, in vivo.
Essas alteracdes se acentuam progressivamente, enquanto a disfuncao ventricular
se instala. Além disso, é provdvel que essa disfuncado esteja associada a fibrose

miocardica.
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2. OBJETIVOS



Os objetivos do presente estudo foram:
1. Avaliar a adaptacdo cardiaca a insuficiéncia adrtica aguda experimental por
meio de ecocardiografia;
2. Identificar os marcadores anatémicos de transicao da hipertrofia excéntrica
compensada para a fase descompensada;
3. Verificar se existe associacdo entre marcadores anatémicos e de disfuncdo

ventricular e fibrose miocardica.
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3. CASUISTICA E METODOS



Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas
estabelecidas pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdao Animal) e pelo
UFAW (The Universities Federation for Animals Welfare) e foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu

- UNESP. (Protocolo 715 - CEEA, de 12 de fevereiro de 2009).

Céalculo do tamanho amostral:

Considerou-se relevante a diferenca de 1,0 mm no didmetro
diastélico do VE, considerados dois grupos experimentais, controle e IAO, com
desvio padrao de 0,7 mm. Nessas condicdes, o tamanho amostral, com poder do

teste de 0,80 e alfa de 0,05 seria de, pelo menos, 10 animais em cada grupo.

Animais

Foram utilizados 35 ratos Wistar machos o com peso corporal
aproximado de 250 a 300 g provenientes do Biotério Central da Unesp, campus
de Botucatu. Os ratos foram mantidos em grupos de cinco em gaiolas por até 16
semanas, em local com temperatura e ciclo de luz, mantidos em niveis
controlados, e recebendo dgua e racdo ad libitum. Os animais foram
aleatoriamente separados em dois grupos: Grupo IAO (composto por 23 animais
submetidos ao procedimento para inducao de insuficiéncia aértica aguda) e Grupo

Controle (composto por 12 animais submetidos ao procedimento simulado).

Metodologia

Os animais foram submetidos a cirurgia para inducdo de
regurgitacdo adrtica, por meio da puncao retrégrada e lesao de folhetos valvares.
Todos os animais foram seguidos com ecocardiogramas seriados com 1, 4, 8 e 16

semanas (momentos S1, S4, S8 e S16, respectivamente), conforme ilustragao
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abaixo. Apds o sacrificio com 16 semanas, amostras do tecido cardiaco foram

obtidas para morfometria.

Desenho do estudo

Semanas 1 4 8 16

oo B8 B BE
aortica ou

cirurgia ficticia Sacrificio
Coleta de
materiais para
avaliacdo
morfométrica
de miocardio

eco: Doppler-ecocardiograma

Regurgitacao aodrtica

O modelo de regurgitacdo adrtica foi realizado utilizando-se a
técnica descrita por Plante e colaboradores® e modificada em nosso laboratorio.
Resumidamente, sob anestesia com pentobarbital sédico a 4% (0,1 ml/Kg), a
artéria cardtida comum direita foi dissecada e canulada com cateter de
policloreto de vinila (0,5 mm de diametro interno), preenchido com solucao
fisiolégica heparinizada (1000 UI/ml). Apds registro da pressdo arterial sistémica,
o cateter foi avancado até bem proximo a valva adrtica. Um fio guia de aco de
diametro apropriado (0,34 mm) foi introduzido através do cateter carotideo de
modo a produzir lesdes puntiformes repetidas na valva adrtica. O procedimento
s6 era finalizado quando nao havia mais qualquer resisténcia ao avanco do fio
guia.

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

A presenca e caracterizacdo qualitativa da gravidade da insuficiéncia

adrtica foram confirmadas por ecocardiograma, uma semana apds a cirurgia.
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Os animais que nado apresentavam insuficiéncia adrtica de moderada

a importante foram excluidos do estudo.

Estudo Doppler - ecocardiografico

O estudo foi realizado por meio de Doppler-ecocardiografia
transtordcica convencional com equipamento Philips (HDI 5000), dotado de
transdutor eletrénico setorial multifreqiiéncia (5,0 a 12 MHz), seguindo-se a
padronizacdo descrita na literatura®. Todos os exames foram realizados pelo
mesmo pesquisador.

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg)
e cloridrato de «xilidino (1 mg/kg) por via intramuscular, com posterior
tricotomia da regido anterior do térax. Apds estes procedimentos, os animais
foram posicionados em decubito dorsal para realizacdo do ecocardiograma, em
aparato de madeira especificamente construido para esse fim. As imagens
monodimensionais foram obtidas com o feixe de ultra-som orientado pela
imagem bidimensional, sendo esta adquirida 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 (AO) e do 4trio esquerdo (AE) também
foram adquiridas na posicdo paraesternal eixo menor com o cursor do modo-M
passando pelos folhetos da valva adrtica. As medidas do diametro diastélico do
ventriculo esquerdo (DDVE), didmetro sistélico do ventriculo esquerdo (DSVE),
espessura diastolica da parede posterior (PP), conforme ilustra a figura 1,
diametro do AE e diametro da AO (figura 2) 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 dos
valores. As imagens dos registros das camaras ventriculares, modo M, foram
arquivadas para eventuais consultas posteriores.

O fluxo diastélico transmitral (figura 3) foi obtido com o transdutor
colocado na posicdo apical quatro camaras permitindo as medidas das ondas E (E,

cm/s) e A (A, cm/(s). A frequéncia cardiaca (FC, bpm) foi estimada pelo tempo
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entre dois batimentos consecutivos. As medidas referentes aos fluxos também
foram realizadas diretamente no monitor do ecocardiégrafo, obedecendo a
mesma sistemdtica descrita acima.

As areas dos atrios esquerdo (AAE, cm?) e direito (AAD, cm?) foram
obtidas a partir da planimetria na janela apical quatro camaras, no final da sistole
ventricular, quando as dimensdes dos atrios eram maximas (figura 4). As medidas
dos eixos maior (L) e menor (1) do ventriculo esquerdo foram realizadas no corte
apical, respectivamente, por meio da medida da maior distancia entre o anulo
mitral e o dpice do VE, no final da diastole, e o maior diametro transversal entre
o endocdrdio da parede septal e o endocardio da parede lateral (figura 5).

A regurgitacdo adrtica (figura 6) foi considerada significativa
quando, no mapeamento de fluxo a cores, observava-se fluxo retrégrado e holo-
diastélico na porcdo proximal da aorta descendente e o jato regurgitante ocupava
mais de 50% do diametro da via de saida do VE .

As outras varidveis derivadas de calculos matemdticos, a partir das
medidas obtidas estdo descritas abaixo:

e PP/DDVE = espessura relativa da parede posterior do VE

e AE/AO

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

e E/A

e AAE/AAD = drea normalizada do 4trio esquerdo

e |/L= indice de esfericidade do VE
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Figura 1. Varidveis ecocardiograficas de dimensdo do ventriculo esquerdo (VE):
diametro diastdlico (DDVE), didmetro sistélico (DSVE) e espessura
diastélica da parede posterior (PP), obtidos pelo modo M, a partir da
janela paraesternal, eixo menor.

Figura 2. Diametro da aorta (AO) e do 4trio esquerdo (AE), obtidos pelo modo M,

a partir da janela paraesternal, eixo menor.

Figura 3. Fluxo diastdlico transmitral de um animal do grupo controle: velocidade

de pico das ondas de enchimento E e A.
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Figura 4. Area do &trio esquerdo (AAE) e drea do étrio direito (AAD), no final da

sistole ventricular, obtidas na janela apical de quatro camaras.

Figura 5. Indice de esfericidade (I/L) do ventriculo esquerdo (VE), obtido no final

da diastole (janela apical de quatro camaras).
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Figura 6. Painel A= mapeamento de fluxo a cores mostrando regurgitacao adrtica
na janela paraesternal, eixo maior. Painel B= imagem de Doppler

pulsado mostrando refluxo adrtico holodiastdlico.

Analise morfométrica

Procedeu-se a eutandsia por meio de injecdo venosa de pentobarbital
sodico. Em seguida, foi efetuada toracotomia mediana e o coragdo foi retirado e
banhado em soro fisioldgico. Os atrios e os grandes vasos foram retirados e
desprezados. Os ventriculos direito e esquerdo foram separados e pesados. A base
e o dapice do ventriculo esquerdo e metade do ventriculo direito foram
rapidamente congelados e estocados em freezer a -80°C. A por¢ao coronal central
do ventriculo esquerdo e metade do ventriculo direito foram fixadas em solucao
tamponada de formol a 10% por periodo de 48 horas. Apds a fixacdo, o tecido foi
incluso em blocos de parafina, obtendo-se a seguir, cortes histolégicos coronais de
4 pum para coloracdo com Hematoxilina-Eosina (HE). Cortes histolégicos de 6 ym
foram corados pelo Picro Sirius red, especifico para coldgeno, para avaliacdo do
intersticio do miocérdio.

Os cortes histoldgicos corados pelo HE foram utilizados para analise
da area de seccdo transversa do midcito. Para tanto, eram selecionados midcitos
que estavam seccionados transversalmente, apresentando forma circular e com o
nucleo visivel no centro da célula. Foram medidas, pelo menos, 30 celulas por
lamina. As laminas coradas pelo Picro Sirius red foram utilizadas para a
quantificacdo da fracdo de colageno intersticial por meio de andlise em video-
camara. Imagens do tecido cardiaco foram capturadas por computador IBM
compativel e analisadas por software de analise de imagens Image Pro-plus (Media

Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Os elementos do tecido cardiaco
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foram identificados de acordo com os niveis de cor. Assim, as fibras de coldgeno
apareceram vermelhas, os midcitos amarelos e os espacos sem tecidos, brancos. O
perfil digitalizado foi analisado pelo computador que calculou o volume de fragao
do coldgeno como a soma de toda drea do tecido conectivo dividido pela soma da
area de tecido conectivo mais a area do midcito. Em média foram analisados 30
campos por lamina com a utilizacdo de objetiva 40X. O coldgeno perivascular foi

excluido da presente analise®®.

Variaveis de Congestado Venosa Sistémica

Foram obtidos os pesos dos pulmdes, normalizados para o peso
corporal (PulmU/PC) e a porcentagem de agua no figado (%AF). Essa ultima foi
obtida calculando-se a diferenca entre peso umido e peso seco de fragmento
hepatico, normalizada pelo peso timido. O dessecamento do fragmento hepatico

foi obtido colocando-se a amostra do tecido em estufa por 24 horas.

Meétodos estatisticos

As varidveis continuas foram expressas pelas médias e seus
respectivos desvios padrdo. As comparacdes entre grupos, no momento semana 1
foram efetuadas por meio do teste “t” de Student. A varidvel CVF (fracdo de
volume de coldgeno), obtida na semana 16, nos dois grupos experimentais,
apresentou distribuicdo nao normal e foi expressa pela mediana e intervalo
interquartilicos e analisada por meio do teste de Mann-Whitney.

Em cada grupo, as comparacdes entre os momentos do estudo foram
efetuadas pela ANOVA para medidas repetidas.

O comportamento temporal das varidveis nos dois grupos e as
associacbes entre essas varidveis foram analisados por meio do Modelo de
Regressdo Longitudinal (Modelo GEE - General Estimative Equation), com o uso

do programa STATA 10.0.
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As associacbes entre varidveis funcionais e varidveis morfométricas
cardiacas, na 16% semana do protocolo experimental, foram analisadas pelo
Modelo de Regressao Linear Simples.

As associacbes entre as varidveis morfométricas registradas nos
momentos semana 4 e semana 8 e a porcentagem de encurtamento, registrada na
semana 16, foram analisadas pelo Modelo de Regressao Linear Multipla.

Em todos os casos foi adotado o nivel de significancia p<0,05.
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4. RESULTADOS



Na Tabela 1 sdo apresentadas as médias e os desvios padrdo dos
pesos corporais e dos pesos normalizados dos ventriculos, obtidos no final do
protocolo experimental, nos dois grupos do estudo. Também sdo apresentados os
valores médios e os desvios padrao da porcentagem de agua no figado, do peso
umido normalizado dos pulmdes, da drea seccional do midcito (ASM) e as
medianas (intervalos interquartilicos) dos valores de CVF. No final do periodo de
16 semanas nado houve diferenca entre os grupos quanto ao peso corporal (IAO:
476x67g; Controle: 429+82g; p=0,57), porcentagem de agua no figado (IAO:
70x1%; Controle: 70+2%; p=0,376) e peso umido dos pulmdes normalizado para
o peso corporal (IAO: 6,54x1,56mg/(g; Controle: 6,06+0,75mg/g; p=0,57). Foi
observado aumento do peso normalizado do ventriculo esquerdo nos animais IAO
(2,43+0,77mg(g vs 1,58+0,26mg(g; p=0,025). Os pesos normalizados do
ventriculo direito ndo apresentaram diferenca estatistica (p=0,092). Nao houve
diferenca entre os grupos quanto a variavel ASM (IAO: 284+59,6 um; Controle:
263+69,2 um) e a variavel CVF (TAO: 6,63 %; 5,4-8,9 %; Controle: 6,23 %; 3,63-
6,89 %; p=0,23). No entanto, houve associacdo inversa e significante entre CVF e
%E, nos animais IAO, no momento S16 (R=0,58, R?=0,33; p=0,008).

Na Tabela 2 sdo apresentadas as varidveis morfométricas cardiacas e
de funcao sistélica e diastdlica do VE, obtidas por meio de ecocardiogramas
seriados, nos animais do grupo IAO. Comparado a semana 1, observou-se
aumento significativo do diametro diastélico do ventriculo esquerdo e diminuicao
da porcentagem de encurtamento do VE a partir de 8 semanas de seguimento. A
reducdo da espessura relativa da parede posterior do VE e o aumento da area
normalizada do atrio esquerdo foram significantes na 162 semana. O indice de
esfericidade aumentou significativamente a partir da quarta semana de evolugéo.

As mesmas varidveis obtidas no grupo Controle sdo apresentadas na
Tabela 3. Nio foi observada diferenca estatistica entre as varidveis
ecocardiogréficas ao longo das semanas de evolucéo.

A influéncia do tempo e da presenca de insuficiéncia adrtica nas
variaveis ecocardiograficas sdo apresentadas nos Graficos 1 a 5. As associagoes

entre as variaveis sdo apresentadas nos Graficos 6 a 18. As variaveis preditoras
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da porcentagem de encurtamento na semana 16 sdo apresentadas nas Tabelas 4 e
5.

O Gréfico 1 mostra as associagdes entre tempo ee DDVE. Houve
interacdo entre tempo de evolucdo e presenca de IAO no sentido de aumentar o
diametro da cavidade (p<0,001). Essa interacdo foi estatisticamente significante
nos momentos S4 (p=0,029), S8 (p=0,001) e S16, (p=0,007). Em todos os
momentos, Controles e IAO foram diferentes entre si (p<0,001).

O Griéfico 2 mostra a evolucdo temporal da espessura relativa da
parede posterior do VE (PP/DDVE). Houve interacdo significante entre tempo e
presenca de insuficiéncia adrtica no sentido de reduzir a PP/DDVE (p=0,0087),
mas nao foi possivel identificar o momento exato em que essa interagdo ocorreu.
A presenca de IAO por si s6 ndo afetou a evolucdo dessa variavel (p=0,139),
enquanto o efeito do tempo foi estatisticamente significante. Somente na décima
sexta semana de evolucdo os dois grupos se distanciaram, com diferenca
estatisticamente significante (IAO: 0,175+0,009; Controle: 0,194+0,008;
p=0,014).

O Grafico 3 mostra a evolucdo temporal da porcentagem de
encurtamento. Houve interacdo entre tempo e IAO no sentido de reduzir a %E
(p<0,001). Essa interacdo ocorreu nos momentos S4 (p=0,001), S8 (p=0,013) e
S16 (p<0,00l) em relacdo ao momento S1.

No Grafico 4, é apresentada a evolugdo da drea normalizada do AE
(AAE/AAD). O tempo e presenca de IAO também mostraram interacao significante
(p=0,001), no sentido de aumentar a drea normalizada do AE. O momento de
interacdo provavelmente ocorreu em S16, quando a probabilidade foi
marginalmente significante (p=0,057).

O Grafico 5 mostra a evolucdo do indice de esfericidade (I/L) do VE.
Foi também observada interacdo entre tempo e IAO (p<0,001), mas nao foi
possivel identificar em qual momento essa interacdo foi mais importante.
Provavelmente, essa interacdo ocorreu na semana 16 (p=0,06). Em média, o valor
do indice foi 0,13 maior no grupo IAO em relacdo ao grupo Controle. A andlise
por meio de ANOVA de medidas repetidas identificou que I/L permaneceu estavel

ao longo do tempo no grupo Controle. No grupo IAO o indice de esfericidade jd se
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apresentou significativamente aumentado no momento S4 em relagdo a Sl
(p<0,05), crescendo pouco até S16 (Tabela 2).

A associacdo entre PP/DDVE e DDVE, nos diferentes momentos do
protocolo experimental e considerando-se os dois grupos, é apresentada no
Grafico 6. Nao houve interacdo entre tempo e DDVE no sentido de modificar a
associacdio, em nenhum dos momentos. Embora na semana 4 houvesse
crescimento da espessura relativa da parede posterior do VE (p=0,008), durante
o protocolo experimental foi identificada associacdo inversa e significante entre
DDVE e PP/DDVE (p<0,001). Para cada unidade de crescimento da cavidade
ventricular, houve reducdo de 0,016 na espessura relativa da parede.
Considerando somente os animais do grupo IAO na semana 16 (Grafico 7),
observou-se associacdo inversa e significante entre PP/DDVE e DDVE (R=0,49, R?=
0,24; p= 0,017).

O Grafico 8 mostra associacdo entre DDVE e %E (p<0,00l), sendo
que a presenca de IAO naéo influenciou essa associacdo (p=O,875). O aumento de
uma unidade no DDVE esteve associado a reducdo de 1,47% no indice de funcdo
sistdlica. A andlise estatistica identificou interacdo entre tempo e DDVE no
sentido de reduzir a %E nos momentos S4 (p= 0,025) e S16 (p=0,026).

O Grafico 9 mostra a associacdo positiva entre AAE/AAD e DDVE
(p<0,00l). Houve interacdo entre tempo e DDVE, no sentido de aumentar a
AAE/AAD (p=0,0405), mas sem efeito da presenca de IAO (p=0,709). Essa
interacdo foi significante no momento S16 (p=0,032). Considerando somente
esse momento e os animais com IAO houve associacdo positiva entre AAE/AAD e
DDVE (Gréfico 10, R=0,64; R?= 0,41; p=0,001).

A analise da associacdo entre |/L e DDVE estd ilustrada no Grafico
11. Houve interacdo entre tempo e DDVE, no sentido de aumentar a esfericidade
do ventriculo esquerdo (p=0,0006), que ocorreu com significancia marginal nos
momentos S4 (p=0,055) e S16 (p=0,06). Além disso, foi observado que a
presenca de IAO modificou a associacdo entre essas variaveis (p<0,001).

O Grafico 12 mostra associacdo significante entre PP/DDVE e %E
(p<0,00l). A andlise estatistica mostrou que essa associacdo nao sofreu

influéncia da presenca de IAO (p=0,839). Também nao foi possivel identificar um
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momento especifico de maior associacdo, nem a presenca de interacdo entre
tempo e porcentagem de encurtamento para reduzir a PP/DDVE (p=0,0878).

A associacdo entre AAE/AAD e PP/DDVE (Grafico 13) ndo mostrou
signiﬁcéncia estatistica (p=0,09). No entanto, houve interacdo entre tempo e
PP/DDVE no sentido a aumentar a AAE (p=0,008) e a maior interacdo ocorreu
no momento S16 (p=0,004). A presenca de IAO influenciou essa associacdo
(P=0,001). Considerando somente os animais com IAO, nesse momento especifico,
a analise de regressdo linear evidenciou associacdo inversa e significante entre
essas variaveis (Grafico 14, R=-0,44; R?= -0,19; p=0,035).

No Grafico 15 esta representada a associagdo entre PP/DDVE e I/L,
que ndo se mostrou significante (p=0,369). Além disso, a presenca de IAO nao
influenciou essa associacdao (p=0,707). Também nao se observou interacdo entre
tempo e esfericidade no sentido de reduzir a espessura da parede.

O Grafico 16 mostra associacdo negativa entre AAE/AAD e %E
(p=0,006). Foi também observada interacdao entre tempo e %E no sentido de
aumentar a AAE/AAD (p=0,049), mas ndo foi possivel identificar em qual
momento essa interacdo foi significante. A presenca de IAO influenciou a
associacao (p=0,011), sendo que os animais do grupo IAO apresentaram em
média crescimento de 0,14 na area normalizada do AE em relacdo ao Controle.

Houve interacdo entre tempo e I/L, no sentido de diminuir a %E
(p<0,001, Gréfico 17) e essa interacdo foi progressivamente mais significante
com o passar do tempo: S4 (p=0,059), S8(p=0,006) e S16(p<0,001). No Gréfico
18 é apresentada a associacdo entre esfericidade e funcédo sistdlica nos animais
IAO com 16 semanas de evolucdo (R= 0,50; R?= 0,25; p= 0,016).

O modelo de regressdo linear multipla, incluindo as varidveis DDVE,
PP/DDVE, AAE/AAD e I/L, obtidas na semana 4 (Tabela 4), para predizer %E na
semana 16, mostrou que o DDVE foi a unica varidvel independentemente
associada ao prejuizo da funcao sistolica.

O mesmo modelo, incluindo as mesmas varidveis obtidas na semana
8 (Tabela 5), mostrou que a drea normalizada do atrio esquerdo e o indice de

esfericidade foram as tinicas independentemente associadas a %E na semana 16.
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Tabela 1. Varidveis morfométricas corporais e cardiacas, nos dois grupos, obtidas
no final do protocolo experimental. Sdo apresentadas as médias =

desvios padrdo ou mediana e intervalo interquartilico

Variaveis Controle(n=12) 1AO(n=23) P
PC(g) 42982 476x67 0,57
PVE(PC(mg/(g) 1,58+0,26 2,43+0,77* 0,025
PVD/PC(mg(g) 0,52x0,09 0,55+0,17 0,092
%AF 70,0x2 70,0x1 0,376
Pulmu/PC(mg/g) 6,06x0,75 6,54+1,56 0,57
ASM (um) 263%69,2 284+59,6 0,517
CVF (%) 6,23(3,63- 6,63(5,4-8,9) 0,231

6,89)

IAO= Grupo Insuficiéncia Adrtica; PC= Peso Corporal; PVE= peso do
ventriculo esquerdo; PVD= peso do ventriculo direito; %AF=
porcentagem de dgua no figado; PulmU= pulmio umido; ASM= 4rea
seccional do midcito; CVF=fracdo de volume de coldgeno. Teste t de
Student ou Mann Whitney (p<0,05).
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Tabela 2. Varidveis morfométricas cardiacas e de funcéio sistélica e diastolica do

ventriculo esquerdo, obtidas por meio de ecocardiografia seriada, nos

animais do grupo IAO. Sdo apresentadas as médias e seus respectivos

desvios padrao.

Variaveis(n=23) 1 Semana 4 Semanas 8 Semanas 16 Semanas
FC (bpm) 294450 293+40,0 289+37,0 303+39,0
AE (mm) 4,67+0,78 5,06+0,79° 5,32+0,77° 5,71+0,78*"
DDVE(mm) 7,57+0,63 8,37+0,80 896+130° 9,20+1,35%°
DSVE(mm) 3,55+0,51 427+1,14° 4.70+145*  522+1632°
PP/DDVE 0,20+0,02 0,20+0,03 0,19+0,04 0,18+0,042>
AE/AO 1,39+0,22 1,35+0,21 1,45+0,19 1,44+0,30
AAE/AAD 1,45+0,20 1,45+0,20 1,56+0,31 1,59+0,35°
I/L 0,65+0,06 0,72+0,10° 0,72+0,10° 0,74+0,10°
%E 0,53+0,04 0,49+0,11 0,48+0,09° 0,44+0,10°
E (cm/(s) 83,0£24,0 84,0+16,0 80,0+22,0 77,0230
A (cm(s) 65,0£17,0 69,0+20,0 67,0£22,0 71,0+21,0

FC= frequiéncia cardiaca; AE = didmetro sistélico do atrio esquerdo; DDVE= didmetro diastdlico
do ventriculo esquerdo; DSVE= didmetro sistélico do ventriculo esquerdo; PP/DDVE= espessura
relativa da parede posterior do VE; AEfAO= didmetro sistélico do atrio esquerdo no modo M
normalizado para o didmetro diastélico da aorta; AAE/AAD = drea do &trio esquerdo
normalizada para drea do atrio direito; /L = indice de esfericidade do ventriculo esquerdo; %E=
porcentagem de encurtamento do VE; E e A= velocidade das ondas de echimento E a A do fluxo
transmitral. As letras “a” e “b” representam diferenca significante em relagdo a semana 1 e a
semana 4, respectivamente. ANOVA de medidas repetidas (p<0,05).
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Tabela 3.Variaveis morfométricas cardiacas e de funcéo sistdlica e diastdlica do
ventriculo esquerdo, obtidos por meio de ecocardiografia seriada, nos
animais do grupo Controle. Sdo apresentadas as médias e seus

respectivos desvios padrao.

Variaveis(n=12) 1 Semana 4 Semanas 8 Semanas 16 Semanas
FC (bpm) 304+34,0 312+38,0 311x47,0 294+57,0
AE (mm) 4,01+0,58 3,85+0,67  4,12+0,78  446+0,62°
DDVE (mm) 6,49+£0,69 6,63+0,69 6,83+£0,55 7,30x£0,72
DSVE (mm) 2,99+0,53 2,54+0,47 2,96+0,52  3,14+0,61°
PP/DDVE 0,20+0,03 0,21+£0,03 0,20+0,03 0,19+0,03
AE/AO 1,25+0,17 1,17+£0,21 1,18+0,22 1,22+0,20
AAE/AAD 1,32+0,22 1,23x0,1 1,31+0,21 1,30+0,21
I/L 0,58+0,11 0,57+£0,07 0,59+0,09 0,58+0,05
%E 0,54+0,04  0,62+0,05 0,57+0,05 0,57+0,06
E (cm/s) 77,0£9,00 78,0£8,00 85,0£13,0 72,0£17,0
A (cm/(s) 56,0x12,0 55,0x12,0 66,0£16,0 56,0x19,0

FC= frequiéncia cardiaca; AE = didmetro sistdlico do atrio esquerdo; DDVE= diametro diastélico
do ventriculo esquerdo; DSVE= didmetro sistélico do ventriculo esquerdo; PP/DDVE= espessura
relativa da parede posterior do VE; AEfAO= diametro sistdlico do atrio esquerdo no modo M
normalizado para o didmetro diastdlico da aorta; AAE/AAD = darea do datrio esquerdo
normalizada para area do atrio direito; I/L = indice de esfericidade do ventriculo esquerdo;
%E= porcentagem de encurtamento do VE; E e A= velocidade das ondas de echimento E a A do

fluxo transmitral. As letras “a” e “b” representam diferenca significante em relacdo a semana
1 e a semana 4, respectivamente. ANOVA de medidas repetidas (p<0,05).
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Grafico 1:  Evolucdo temporal do didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE), nos dois
grupos de estudo. s1, s4, s8 e s16: semanas 1, 4, 8 e 16, respectivamente. IAO: grupo
Insuficiéncia Adrtica.*: P<0,05 vs momento s1 (ANOVA para medidas repetidas) e #:
P<0,05 vs Controle (teste t de Student). Houve Interacdo tempo*IAO no sentido de
aumentar o DDVE (P<0,001, GEE), nos momentos s4, s8 e s16, em relacio ao momento
sl.
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Gréfico 2 Evolucdo temporal da espessura relativa da parede ventricular nos dois grupos de
estudo. s1, s4, s8 e s16: semanas 1, 4, 8 e 16, respectivamente. IAO: grupo Insuficiéncia
Adrtica.*: p=0,009 vs momento sl. (ANOVA para medidas repetidas) e #: p<0,05 vs
grupo Controle (test t de Student). Houve interagdo tempo*IAO no sentido de reduzir a
espessura relativa da parede (P=0,0087, GEE).
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Gréfico 3:  Evolucgdo temporal da porcentagem de encurtamento do diametro ventricular, nos dois
grupos de estudo. s1, s4, s8 e s16: semanas 1, 4, 8 e 16, respectivamente. IAO: grupo
Insuficiéncia Adrtica.*: P=0,005 vs momento s1 (ANOVA para medidas repetidas) e #:
P<0.05 vs grupo Controle (test t de Student). Houve interacdo tempo*IAO (P<0,001,
GEE) nos momentos s4, s8 e s16, em relacdo ao momento s1.
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Gréfico 4:  Evolucado temporal da drea normalizada do atrio esquerdo nos dois grupos de estudo. s1,
s4, s8 e s16: semanas 1, 4, 8 e 16, respectivamente. IAO: grupo Insuficiéncia Adrtica.*:
P<0,05 vs momento s1 (ANOVA para medidas repetidas) e #: P<0,05 vs grupo Controle
(test t de Student). Houve interacdo tempo*IAO no sentido de aumentar a area do atrio
esquerdo (P=0,001, GEE).
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Grafico 51 Evolucao temporal do indice de esfericidade do ventriculo esquerdo nos dois grupos de
estudo. s1, s4, s8 e s16: semanas 1, 4, 8 e 16, respectivamente. IAO: grupo Insuficiéncia
Adrtica.*: P<0,001 vs momento s1 (ANOVA para medidas repetidas) e #: P<0,05 vs

grupo Controle (test t de Student). Houve interacdo tempo*IAO no sentido de
aumentar a esfericidade (P<0,001, GEE).
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Gréfico 6:  Associagcdo entre espessura relativa da parede ventricular (PP/DDVE) e diametro
diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE, P<0,001, GEE), considerando os dois grupos
experimentais, em todos os momentos. A presenca de IAO influenciou essa associagdo
(P=0,017). Ndo houve interacio tempo* DDVE no sentido de reduzir a espessura relativa
da parede.
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Grafico 7:  Associagdo inversa entre espessura relativa da parede ventricular (PP/DDVE) e diametro
diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE) nos animais do grupo Insuficiéncia Adrtica
(IAO) na décima sexta semana do protocolo experimental (Regressio Linear Simples).
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Gréafico 8:  Associagdo inversa entre porcentagem de encurtamento do didmetro ventricular e o
diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE, P<0,001, GEE), considerando os dois
grupos experimentais, em todos os momentos. A presenca de insuficiéncia adrtica (IAO)
ndo influenciou a associacdo (p=0,875, GEE). Ndo houve interacdo tempo*DDVE no
sentido de reduzir o indice de funcio sistolica (P=0,09, GEE).
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Gréafico 9:  Associagdo entre drea normalizada do 4trio esquerdo (AAE{AAD) e didmetro diastdlico
do ventriculo esquerdo (DDVE, P<0,001, GEE), considerando os dois grupos
experimentais, em todos os momentos. Houve interacdo tempo*DDVE, no sentido de
aumentar o atrio esquerdo (P=0,0405, GEE).
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Grafico 10: Associacdo positiva entre didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a area
normalizada do atrio esquerdo (AAE/AAD) nos animais do grupo insuficiéncia adrtica
(IAO) na décima sexta semana do protocolo experimental (Regressao Linear Simples).
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Grafico 11: Associagdo entre o indice de esfericidade e o didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo
(P=0,073, GEE), considerando os dois grupos experimentais, em todos os momentos. A
presenca de insuficiéncia adrtica (IAO) influenciou a associacdo entre as varidveis
(P<0,001, GEE). Houve interacdo tempo*DDVE (P= 0,0006, GEE) no sentido de aumentar
a esfericidade da cdmara ventricular.
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Grafico 12: Associagdo entre espessura relativa da parede ventricular (PP/DDVE) e porcentagem de
encurtamento do diametro ventricular (%E, P<0,001, GEE), considerando os dois grupos
experimentais, em todos os momentos. A associacdo nao foi influenciada pela presenca
de insuficiéncia adrtica (IAO, P=0,839, GEE). Ndo houve interacdo tempo*PP/DDVE no
sentido de modificar o indice de funcio sistélica (P=0,0878, GEE).
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Gréafico 13: Associacdo entre drea normalizada do atrio esquerdo (AAE/AAD) e espessura relativa da
parede (PP/DDVE, P=0,09, GEE), considerando os dois grupos experimentais, em todos os
momentos. A associacdo foi influenciada pela presenca de insuficiéncia adrtica (IAO,
P=0,001, GEE). Houve interacdo tempo*PP/DDVE no sentido de aumentar a drea do atrio
esquerdo (P=0,008, GEE).
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Gréfico 14:  Associagdo entre espessura relativa da parede ventricular (PP/DDVE) e a drea
normalizada do atrio esquerdo (AAE/AAD) no grupo insuficiéncia aértica IAO) com 16
semanas de evolucdo (Regressao Linear Simples).
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Gréafico 15: Associacdo entre espessura relativa da parede (PP/DDVE) e indice de esfericidade do
ventriculo esquerdo (P=0,369, GEE), considerando os dois grupos experimentais, em
todos os momentos. Ndo houve influéncia da presenca de insuficiéncia adrtica (IAO,
P=0,707, GEE). Ndo houve interacdo tempo*esfericidade no sentido de modificar a
espessura relativa da parede.

. O o
@ O Controle
g 1,5 -
% 1,4 - i
1,3 - ? @’@
-@-

40 45 50 55 60 65

Porcentagem de encurtamento (%)

Gréfico 16: Associagcdo inversa entre a drea normalizada do d4trio esquerdo (AAE/AAD) e
porcentagem de encurtamento do didmetro ventricular (P=0,006, GEE), considerando os
dois grupos experimentais, em todos os momentos. A presenca de insuficiéncia adrtica
(IAO) influenciou a associagdo (P=0,011, GEE). O tempo influenciou a associagdo (P=
0,036, GEE). Houve interacdo tempo*porcentagem de encurtamento, no sentido de
aumentar o atrio esquerdo (0,048, GEE).
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Gréfico 17: Associagdo entre porcentagem de encurtamento do didmetro ventricular e indice de

Gréfico 18:

esfericidade do ventriculo esquerdo (P=0,287, GEE), considerando os dois grupos
experimentais, em todos os momentos. Houve interacdo do tempo*esfericidade
(P<0,001, GEE) no sentido de reduzir a porcentagem de encurtamento. A presenca de
insuficiéncia adrtica (IAO) influenciou essa interacdo (P<0,001, GEE).
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Associacdo entre indice de esfericidade e porcentagem de encurtamento do ventriculo

esquerdo, no grupo insuficiéncia aértica (IAO) com 16 semanas de evolucdo (Regressao
Linear Simples).
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Tabela 4. Modelo de Regressao Linear Multipla, incluindo varidveis morfométricas

obtidas na semana 4, para predizer %E na semana 16

Dados Morfométricos — Semana 4

%E -
Semana 16 DDVE PP/DDVE /L AAE/AAD
Coeficiente (SE) - 0,061 (0,025) 0,033 (0,561) -0,219 (0,192) -0,147 (0,090)
P 0,026 0,954 0,270 0,120

R2 ajustado =0,35. DDVE= diametro diastdlico do ventriculo esquerdo; PP/DDVE= espessura
relativa da parede posterior do VE; AAE/AAD = &rea do atrio esquerdo normalizada para area do
atrio direito; I/L = indice de esfericidade do ventriculo esquerdo; %E= Porcentagem de
encurtamento do VE.

Tabela5. Modelo de Regressio Linear Multipla, incluindo varidveis

morfométricas obtidas na semana 8, para predizer %E na semana 16

Dados Morfométricos — Semana 8

%BE-

Semana 16 } DDVE PP/DDVE I/L AAE/AAD
Coeficiente (SE) - 0,014 (0,017) 0,814 (0,561) -0,332(0,141) -0,147 (0,063)
P 0,428 0,164 0,031 0,032

R2 ajustado=0,52. DDVE= diametro diastélico do ventriculo esquerdo; PP/DDVE= espessura
relativa da parede posterior do VE; AAE/AAD = area do atrio esquerdo normalizada para area do
atrio direito; I/L = indice de esfericidade do ventriculo esquerdo; %E= Porcentagem de
encurtamento do VE.
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A remodelacdo tipo excéntrica, da qual faz parte o modelo de
insuficiéncia adrtica experimental, é um tema muito menos estudado do que a
hipertrofia tipo concéntrica. Ainda nado sdo conhecidos todos os marcadores de
transicdo de hipertrofia excéntrica compensada para descompensada e nem seu
real valor progndstico na evolucdo dessa condicdo. Dessa forma, ainda ha
controvérsia na literatura a respeito do momento ideal da cirurgia de
substituicdo valvar adrtica. Nas diretrizes atuais®”, o didmetro diastdlico
(superior a 75mm) e sistolico (superior a 55mm) do VE, a fracdo de ejecdo e a
presenca de sintomas clinicos sdo os principais determinantes para a intervencao
cirurgica. No entanto, ha discussdo na literatura®? sobre quais marcadores
morfométricos seriam preditores de disfuncdo ventricular mais acentuada.
Também é motivo de debate se a troca valvar realizada mais precocemente, isto é,
na fase de transicdo, entre hipertrofia compensada e descompensada, pode
propiciar melhor prognéstico para o paciente® 2. Por esse motivo, o objetivo do
nosso estudo foi identificar outras varidveis ecocardiograficas que pudessem
auxiliar na deteccdo mais precoce desse periodo de transicdo e colocar mais uma
vez em pauta a discussdo sobre o momento ideal da terapia de substituicdo valvar
aortica.

Em nossa analise, como ja esperado, a presenca de insuficiéncia
adrtica influenciou o crescimento do DDVE. A analise comparativa entre os
momentos mostrou que o incremento do DDVE observado entre os momentos S8
e S16 foi menor do que o ocorrido entre os momentos S4 e S8. Isso sugere que o
ventriculo atingiu o limiar de crescimento entre os momentos S8 e S16, apés a
inducédo de IAO. Esse efeito ndo ocorreu com o grupo controle.

A andlise das curvas de evolucdo da PP/DDVE, AAE/AAD, %E e I/L
permitiu observar que a adaptacdo cronica a sobrecarga de volume envolve
hipertrofia excéntrica compensada, isto ¢, sem reducdo da espessura relativa da
parede. Na fase de transicdo para hipertrofia descompensada, tanto a reducdo do
PP/DDVE e da %E, quanto o aumento da AAE/AAD parecem ocorrer no momento
S16. No entanto, tendo em vista o perfil ascendente da curva de evolugao da
AAE/AAD ja no momento S8 no grupo IAO, podemos sugerir que, de fato, o

aumento da pressdo diastélica final do VE, sugerida pelo crescimento da camara
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atrial, ocorre mais precocemente do que o afinamento da parede e a disfuncao
sistdlica, os quais jd indicariam hipertrofia descompensada. A analise da evolucao
temporal da %E no grupo IAO corrobora com essa condicdo. Observou-se reducéo
discreta e progressiva da %E até S4, com manutencdo dos seus valores até S8. Na
16% semana houve declinio significativo, sugerindo que, embora o momento de
transicdo entre hipertrofia compensada e descompensada tenha ocorrido no
momento S8, a deterioracdo da funcédo sistélica ocorreu no momento S16. Esse
resultado sugere que a disfuncdo diastdlica pode ser detectada mais
precocemente que a disfuncdo sistdlica nesse modelo experimental. Esse
resultado deve ser interpretado com cautela, tendo em vista as limita¢des do
indice de ejecdo para avaliar funcéo sistolica. Isto é, a presenca de %E preservada
nao excluiria prejuizo da funcéo sistélica miocardica. Curiosamente, a disfuncao
ventricular ndo foi acompanhada de sinais de congestdo venosa, segundo a
avaliacdo efetuada no final do protocolo experimental, por meio da determinacao
do peso umido do pulmao.

Outro aspecto surpreendente foi o comportamento da curva de
evolugdo do indice de esfericidade. Nos animais do grupo Controle, a geometria
do VE nédo se alterou. Jd na presenca de IAO, a geometria ventricular mudou
precocemente, sendo identificada no momento S4. Apds esse periodo, o
crescimento adicional desse indice foi pequeno. Portanto, pode-se afirmar que a
mudanca da geometria é a alteracdo anatdomica mais precoce nesse modelo. Os
fatores envolvidos nesse processo nao podem ser identificados no presente
estudo, mas alguma argumentacdo pode ser elaborada. Apés a agressao aguda, a
sobrecarga de volume promove aumento da pré-carga. Essa alteracdo mecanica
desencadeia modificacdes bioquimicas celulares que interferem com o
metabolismo do arcabouco conjuntivo de sustentacdo do miocdrdio. Esse
arcabouco é composto por vdrios elementos e proteinas, sendo a mais importante
o coldgeno. Essa proteina apresenta estrutura e caracteristicas fisicas que lhe
conferem alta rigidez, permitindo a manutencdo da geometria da camara
ventricular, apesar da larga variacdo de pressdo e de volume durante o ciclo
cardiaco®®. Diante da sobrecarga aguda, ha imediata ativacio da enzima

colagenase capaz de degradar a matriz intersticial do coldgeno em pontos
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especificos de maior tensdo. Essa reacdo permite o rearranjo de feixes musculares
na espessura da parede miocardica e funciona como mecanismo de adaptacdo do
ventriculo®"*®. Dessa forma, o excesso de volume pode ser contido, sem elevacdo
excessiva da pressao diastdlica, até que a hipertrofia excéntrica se desenvolva.
Ocorre que esse mecanismo propicia a uniformizacdo da distribuicdo da tensao de
parede em todas as dire¢des. Como consequiéncia, ocorre mudanca da geometria
do ventriculo para um padrdo mais esférico, o qual é referido como associado a
perda de funcéo sistélica®>?. A observacdo de que essa mudanca é precoce e
estdvel sugere que se trata de um mecanismo que se esgota precocemente. No
entanto, parece que esse processo preveniu, em parte, o aumento da pressao de
enchimento do ventriculo esquerdo, tendo em vista o crescimento modesto do
atrio esquerdo até S4.

As andlises também evidenciaram que a dilatacdo do VE, com
aumento do diametro e reducdo da espessura relativa da parede, foi associada
com prejuizo da %E. Essa associacdo caracteriza a hipertrofia descompensada. No
entanto, no presente estudo, a reducdo mais acentuada do indice de ejecdo no
final do protocolo nao se acompanhou de aumento proporcional do DDVE,
sugerindo que existem outras varidveis interferindo para o prejuizo da funcao
sistélica. Dessa forma, o acompanhamento da gravidade da IAO tendo em vista
apenas o DDVE e a funcdo sistélica ndo parecem apropriados. Outros indices
podem ser tteis, como a AAE/AAD e /L. A associacdo signiﬁcativa entre aumento
da AAE/AAD e do DDVE reforca essa afirmacao. No grupo Controle, a variacao do
DDVE e da AAE/AAD foi bem estreita e nao significante. Ao contrario, no grupo
IAO, o crescimento anormal do DDVE se acompanhou do crescimento da
AAE[AAD, principalmente no momento S16. Seria razoadvel sugerir que
provavelmente o aumento ventricular deveu-se a sobrecarga de volume, e que o
crescimento atrial foi secundario ao aumento da pressdo diastdlica na camara
ventricular, no final do periodo experimental, ainda precedendo o fenémeno de
congestdo pulmonar.

O mesmo raciocinio poderia explicar o comportamento das
dimensdes das camaras entre os momentos S1 e S4, quando houve crescimento

do DDVE e manutencdo da AAE/AAD. Isto ¢, o aumento do DDVE teria ocorrido
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devido ao excesso de volume, enquanto a manutencdo da pressao de enchimento
ventricular propiciaria a preservacdo do tamanho do atrio esquerdo. Portanto, é
possivel sugerir que nesse modelo experimental, a adaptacao inicial a sobrecarga
de volume ocorre sem disfuncao diastdlica.

A auséncia de associacdo entre I/L e DDVE permitiu concluir que a
esfericidade do VE é fenémeno precoce e que se altera mais lentamente apds S4,
periodo em que o DDVE cresce progressivamente. A observacdo de que a
interacdo entre tempo e DDVE para aumentar o I/L ocorre preferencialmente no
momento S4 e S16, mas ndo no momento S8, foi interessante. A quarta semana
foi o momento de maior crescimento da esfericidade, considerando-se todo
periodo experimental. Uma possivel explicacdo para esse comportamento seria
que na fase inicial de hipertrofia em desenvolvimento, ainda nao haveria
compensacdo da sobrecarga. O momento compreendido entre S4 e S8 pode ser
considerado um periodo de estabilidade, de hipertrofia compensada, uma vez que
houve manutencdo da %E e da geometria, apesar do crescimento do DDVE. Na
avaliacdo com 16 semanas, houve reducdo expressiva da %E e da PP/DDVE. Além
disso, nesse momento, a esfericidade e o DDVE voltaram a se correlacionar,
indicando que os ventriculos maiores eram também mais esféricos. Assim, nesse
momento, reforcando o ja exposto, é bem provavel que a hipertrofia ja se
encontrava em fase descompensada. A auséncia de associacdo entre PP/DDVE e /L
foi também surpreendente, pois mostrou que a mudanca de geometria do
ventriculo é mais precoce e independente da reducdo da espessura de parede. A
literatura registra informacbes de que essa variacdo de geometria ocorre pela
quebra de traves de coldagenos que unem feixes musculares presentes na parede
ventricular®=. No presente estudo, se esse foi o mecanismo subjacente, ele
ocorreu sem impacto na espessura de parede, medida na porcdo equatorial do
ventriculo pelo ecocardiograma. E ainda, que a dilatacao ventricular e hipertrofia
excéntrica descompensada ocorrem tardiamente, quando provavelmente,
alteracdes mais graves do miocdrdio ja se instalaram. Nesse momento da
evolucdo, o aumento de massa miocardica ndo foi relacionado com crescimento
da drea seccional transversa do midcito, compondo o quadro tipico de hipertrofia

excéntrica®*®. Ainda que se considerem o carater agudo da agressdo, o fato de se
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tratar de modelo experimental e a dificuldade de se extrapolar esses dados para a
clinica, os resultados do presente estudo sugerem a necessidade de ensaios
clinicos para avaliar a utilidade do indice de esfericidade na estratificacdo de risco
de pacientes com IAO, juntamente com os outros indices mais utilizados.

Associacdo positiva encontrada entre reducdo da PP/DDVE e %E tem
conotacdo predominantemente mecanica. Isto é, o ventriculo de parede mais
grossa, independentemente da sobrecarga, é capaz de ejetar melhor. Conforme
ocorre hipertrofia excéntrica descompensada, com o aumento do DDVE e maior
afinamento da parede, ha prejuizo da funcéo sistélica®*®.

A interacdo entre tempo e PP/DDVE, no sentido de prever o
aumento do 4trio esquerdo ocorreu predominantemente na semana 16,
sugerindo a coexisténcia de disfuncdo diastélica e hipertrofia descompensada.
Essa afirmativa foi corroborada com a associacdo negativa encontrada entre %E e
drea normalizada do atrio esquerdo. Foi observada reducdo da %E no momento
S4, sem aumento adicional da AAE/AAD. No entanto, a partir de S4, observou-se
crescimento da AAE/AAD e manutencdo da %E até S16, quando ha prejuizo da
funcao sistdlica e manutencio da dimensao atrial. Portanto, a disfuncao diastolica
presente no momento S4 nao deve ser um fendmeno dependente apenas da
reducdo da complacéncia do VE, secunddria a disfuncao ventricular. Pode haver
também componente de disfunc¢do intrinseca do miocdrdio, com prejuizo do
relaxamento e da rigidez passiva do musculo. A manutencdo da alteracdo
hemodinamica deve contribuir para maior remodelacdo, com aumento da
hipertrofia e maior agravamento da disfuncao diastélica (momento S8), antes do
prejuizo do final da sistole (S16).

Interessante também foi a analise de regressao linear multipla
(Tabelas 4 e 5), indicando que o diametro diastdlico do ventriculo esquerdo
realmente é preditor de disfuncdo ventricular, mas apenas em uma fase mais
precoce (S4). Uma explicacdo para isso é que, como dito anteriormente, o
crescimento do DDVE nas semanas subsequentes ndo foi tdo expressivo e,
portanto, nao se correlacionou com queda da %E numa fase mais tardia. A
dimensdo do &trio esquerdo e o indice de esfericidade na semana 8 foram

preditores independentes de disfuncdo ventricular no final do periodo
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experimental. Tal informacdo corrobora com a hipétese de que o indice de
esfericidade pode ser um marcador ecocardiografico util de hipertrofia
descompensada, precedendo a disfungédo ventricular sistdlica.

Finalmente, é preciso salientar que todos os aspectos relativos a
disfuncdo ventricular observados in vivo ndao foram associados a sinais de
congestdo pulmonar ou sistémica avaliadas in vitro, no momento S16. Esse
resultado ¢ interessante, na medida em que oferece suporte para a afirmativa de
que a insuficiéncia cardiaca clinicamente manifesta é um fenémeno tardio, nesse
modelo experimental.

Além disso, as alteracdes funcionais ocorreram na auséncia de
fibrose miocardica significativa, colaborando com estudos da literatura a respeito
de modelos de sobrecarga de volume®®**D  Esse resultado indica que a
remodelacdo miocdrdica e a consequiente disfuncdo ventricular, na insuficiéncia
adrtica, apresentam um forte componente miocitico. Diferente da hipertrofia
concéntrica secunddria a sobrecarga de pressdo, onde o acumulo anormal de
colageno intersticial parece ter impacto mais relevante na funcao ventricular®®.
Por outro lado, a resposta individual heterogénea quanto ao acumulo de
coldgeno, permitiu identificar que dois animais com mais fibrose apresentaram

maior comprometimento da funcéo sistdlica.
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6. CONCLUSAO



Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que na

IAO:

1. A adaptacdo cardiaca a sobrecarga aguda de volume, ao longo de 16 semanas,
ocorre com dilatacdo das camaras esquerdas e hipertrofia excéntrica. A
disfuncao sistdlica é um fenomeno tardio.

2. O indice de esfericidade do ventriculo esquerdo é um marcador precoce de
disfuncao sistdlica dessa camara.

3. O aumento da area normalizada do 4trio esquerdo precede ou coexiste com a
disfuncao sistélica do VE, podendo ser considerado como um marcador de
transicdo entre hipertrofia compensada e descompensada.

4. O prejuizo da fungado ventricular ocorre na auséncia de fendmenos congestivos
e mesmo na auséncia de fibrose miocdrdica.

5. Quando presente, a fibrose miocdrdica parece acentuar a disfuncao sistélica.
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