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RESUMO

Introdugao: Estudos epidemiolégicos tém revelado uma relagdo inversa entre consumo de vinho tinto e morte cardiovascular. Nosso objetivo foi
avaliar se o tratamento crénico com extrato de vinho tinto poderia impedir as alteracbes cardiovasculares associadas ao desenvolvimento da
hipertensao arterial pulmonar induzida pela administragdo de monocrotalina, em ratos.

Métodos e Resultados: Ratos Wistar de ambos os sexos foram divididos em dois grupos: MCT (controle) e EVT (tratado por 4 semanas com 500



mg/kg/d de extrato de vinho tinto). Ambos os grupos receberam uma injecado de monocrotalina (50 mg/kg), uma semana apés o inicio do tratamento
com extrato de vinho tinto. Ao final do tratamento, os animais foram avaliados por ecocardiograma (ECO), teste de esforgo cardiopulmonar (TCP) e
eletrocardiograma (ECG), além da taxa de sobrevivéncia e peso dos 6rgaos. O grupo EVT apresentou maior ganho de peso corporal (173,4 £ 8,5 vs
113,6 £ 7,9 g, P<0.001) e maior consumo de oxigénio das fémeas pelo TCP (VO,max 50,2 £+ 2,98 vs 24,0 £ 4,1 ml/kg/min, P<0,01). O ECO revelou
melhor fun¢do cardiaca direita das fémeas EVT (débito sistolico: 0,202 + 0,019 vs 0,107 + 0,007 ml, P<0,01), mas n&o dos machos. O grupo EVT
apresentou menor comprometimento da geometria do ventriculo direito (VD), com menor espessura de parede do VD (0,0059 £ 0,0003 vs 0,0092 +
0,0007 mm/g, P<0,001) e menor diametro interno do VD (0,0176 + 0,0011 vs 0,0219 + 0,0013 mm/g, P<0,05). O eixo médio de despolarizagao
ventricular do grupo MCT estava deslocado para a direita, mas a diferenga em relagdo ao grupo EVT nao foi significativa. O grupo EVT apresentou
ainda menor peso do VD (0,0011 + 0,0001 vs 0,0017 £ 0,0001, P<0.05), e pulmdes (0,013 + 0,002 vs 0,025 + 0,003, P<0,01), porém nao do figado.
Por fim, observamos maior porcentagem de sobrevivéncia nas fémeas do grupo EVT (P< 0,01), mas ndo nos machos.

Conclusao: O tratamento crénico com EVT é capaz de amenizar as alteragdes cardiovasculares patolégicas que se seguem a administracdo de MCT.

As fémeas foram mais susceptiveis a insuficiéncia cardiaca direita induzida pelo MCT.

ABSTRACT

Introduction: Epidemiological studies have demonstrated an inverse relationship between red wine consumption and cardiovascular deaths. The aim
of this study was to evaluate if the chronic treatment with red wine extract could inhibit cardiovascular alterations associated with the development of
monocrotaline-induced pulmonary hypertension in rats.

Methods and Results: Wistar rats from both genders were divided in two groups: MCT (control) and RWE (treated for 4 weeks with 500 mg/kg/d of



red wine extract). Both groups received an injection of monocrotaline (50 mg/kg), one week after the beginning of the treatment with red wine extract.
At the end of the treatment, animals were evaluated by echocardiogram (ECO), electrocardiogram (ECG), cardiopulmonary stress test (CXT), organs
weight and survival rate. The RWE group gained more weight (173.4 + 8.5 vs 113.6 + 7.9 g, P<0.001) and higher oxigen consumption in CXT
(VO.max 50.2 + 2.98 vs 24.0 + 4.1 ml/kg/min, P<0.01). Right cardiac function derangement was markedly attenuated by red wine treatment in female
(systolic output: 0.202 + 0.019 vs 0.107 + 0.007 ml, P<0.01), but not in male rats, as shown by ECO. We found smaller right ventricle (RV) wall-
thickness (0.0059 + 0.0003 vs 0.0092 + 0.0007 mm/g, P<0.001), and internal diameter (0.0176 £ 0.0011 vs 0.0219 + 0.0013 mm/g, P<0.05) in RWE
group, showing that the geometry of the RV was less compromised in this group. Mean electrical axis of ventricular depolarization was shifted to the
right in the MCT group, although no statistical difference was shown. RWE group showed smaller RV weight (0.0011 + 0.0001 vs 0.0017 + 0.0001,
P<0.05) and lungs weight (0.013 £ 0.002 vs 0.025 £ 0.003, P<0.01). Liver weight was not different among groups. Higher survival rates were
observed in females from RWE group (P< 0.01), but not in male.

Conclusion: chronic treatment with RWE can ameliorate the pathologic cardiovascular alterations that follow the administration of MCT. Female were

more susceptible to right cardiac failure induced by MCT.



I- INTRODUCAO

1.1 — DOENCAS CARDIOVASCULARES: ASPECTOS GERAIS

As doencgas do sistema cardiovascular sdo a causa predominante de morte nos paises industrializados. Nos Estados Unidos da
América, no ano 2002, mais de 927.000 pessoas morreram por doencgas do aparelho circulatério, o que corresponde a cerca de 38% de
todas as mortes (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2005), valor proximo ao dobro do numero de todos os tipos de cancer juntos.
Calculos do Departamento de Saude e Servigcos Humanos Norte-Americano estimam em 393,5 bilhdes de ddélares os gastos diretos e

indiretos com doengas cardiovasculares para o ano de 2005.

No Brasil esse perfil ndo é diferente. As doencgas do aparelho circulatério ocupam o primeiro lugar das causas de morte no pais,
sendo responsaveis por aproximadamente 33% das mesmas. Dados da Organizagédo Mundial de Saude relatam mais de 260.000 6bitos

somente no ano 2000.

Muito tem sido feito na tentativa de alterar essa estatistica. A mais importante contribuicdo para o conhecimento da patogénese

da aterosclerose, entidade responsavel pelos infartos e derrames, vem do Framingham Heart Study, desenvolvido desde o final da



década de 1940 pelo governo americano. Este grande estudo, que acompanha com exames seriados milhares de moradores da cidade
de Framingham, no estado de Massachussets, identificou alguns dos principais fatores de risco, como por exemplo, o tabagismo (1960),

o hipercolesterolemia (1961), a hipertenséo (1961), a obesidade (1967), e o diabetes (1974).

Modernamente, acredita-se que os fatores de risco agem, através de diferentes mecanismos, causando injuria e disfuncao
endotelial. Este modelo foi chamado de hipdétese de resposta a injuria (ROSS, 1993). Na disfungdo endotelial estd a génese do
processo aterosclerotico. A caracteristica basica da disfuncdo endotelial € a quebra do equilibrio entre os fatores produzidos pelo

endotélio, necessario para o bom funcionamento vasomotor e para a manter pérvios 0s vasos sanguineos.

1.2 - VINHO E DOENCAS CARDIOVASCULARES

A publicacédo de Leger e cols em maio de 1979, de uma relagdo inversa entre 0 consumo de bebidas alcodlicas e morte
cardiovascular, despertou o interesse da comunidade cientifica dando inicio a um grande numero de publicagdes sobre o assunto. Seus
dados responsabilizavam o vinho por praticamente todo o efeito cardioprotetor das bebidas alcodlicas. Em seu trabalho Leger comparou
a mortalidade por doenga isquémica do coragdo - mais prevalente subgrupo das doengas cardiovasculares - entre 18 paises, e
encontrou que os franceses possuiam a menor taxa, apesar da dieta comparavel a dos outros paises. Este achado foi nomeado de

Paradoxo Francés.



Estudos epidemioldgicos posteriores confirmaram os achados de Leger (RIMM e cols, 1991; DOLL e cols, 1994; FUCHS e cols,
1995; KANNEL & ELISON, 1996; KEIL e cols, 1997; THUN e cols, 1997; KITAMURA e cols, 1998; VALMADRID e cols, 1999), inclusive
o projeto MONICA, da Organizagdo Mundial da Saude, de monitorizagdo mundial das doengas cardiovasculares. Mais recentemente foi
demonstrado que pacientes que possuiam o habito de consumir doses moderadas de vinho apresentaram uma menor taxa de

complicagdes pods-infarto agudo do miocardio (DE LORGERIL e cols, 2002).

Identificar os mecanismos responsaveis pelo efeito benéfico do consumo de vinho tinto tem sido o objetivo de muitos
pesquisadores. Alguns importantes mecanismos foram descritos. Os primeiros trabalhos se concentraram na inibicdo da reatividade
plaquetaria (RENAUD e cols, 1984; RENAUD & LORGERIL, 1992). Dentre os fatores hemostaticos, a agregabilidade plaquetaria possui
um papel crucial na trombose coronariana. Mais tarde, em 2002, Gaetano e cols, observaram efeito antitrombético direto em diferentes
modelos animais. Segundo Mansvelt e cols, também em 2002, um periodo de 28 dias de consumo de vinho acarreta redugdo na

viscosidade da membrana de plaquetas, e alteracido favoravel em fatores fibrinoliticos plasmaticos, em humanos.

O vinho se mostrou eficaz em inibir o desenvolvimento de placas de ateroma em hamsters em um estabelecido modelo de
aterosclerose, onde animais sdo alimentados por 10 semanas com uma dieta rica em gordura saturada para induzir a formagéo de

células espumosas (VINSON, 2001).



Um dos efeitos mais estudados € o antioxidante (TEDESCO e cols, 2000; FOLGLIANO e cols, 1999; MIYAGI e cols, 1997,
FRANKEL e cols, 1993). Em 2002, apds testarem por 3 diferentes testes a capacidade antioxidativa de vinhos argentinos feitos com 3
tipos de uvas, Actis-Goreta e cols, concluiram que todos os tipos de vinho possuiam forte capacidade antioxidativa (de 70 a 100% de

inibicdo) e que havia forte correlagdo com a quantidade de polifendis presentes nos vinhos.

O vinho tinto possui grande quantidade de compostos polifendlicos, aos quais sdo atribuidos grande parte dos efeitos benéficos.
Dentre os polifendides os mais importantes sdo os flavondides. Os flavondides sdo um grupo de cerca de 4 mil compostos, onipresentes
nos vegetais (CARLO e cols, 1999). Sao importantes para o crescimento, desenvolvimento e defesa normais das plantas, além de ser

0s responsaveis pela coloragao e protegéo ultra-violeta das mesmas, dentre outras fungdes (HARBONE & WILLIANS, 2000).

FIGURA 1. Estrutura quimica dos flavondides. Modificado de Carlo, 1999.



O resveratrol, polifenol extensivamente investigado desde que encontrado no vinho, se mostrou capaz de exercer diferentes
acgdes biolodgicas. Além de atividade antiinflamatéria atribuida a inibicdo da ciclooxigenase-1 (JANG, 1997), estdo listadas também as
capacidades de proteger coragdes de ratos da injuria de isquemia e reperfusdo (RAY e cols, 1999), anticancerigena (UENOBE, 1997,
JANG e cos, 1997), além do interessante achado de Howitz e cols, da capacidade de aumentar o tempo de sobrevivéncia celular em

70%.

O vinho, quando comparado a outras fontes de polifendides, € especial por varios motivos. Primeiro, o resveratrol e alguns outros
polifendides, sdo praticamente ausentes nas frutas e vegetais comumente consumidos, sendo o vinho praticamente a unica fonte de
obtencao destes compostos. Segundo, os processos envolvidos em sua produgéo enriquecem a quantidade de polifendis. A composicéo
quimica do vinho, entretanto, é profundamente alterada por fatores como o tipo de uva do qual é feito, o cultivo da uva, o tipo de vinho, a
técnica utilizada na sua producdo e as condicdes gerais do plantio, como incidéncia de luz solar e pragas (FREMONT, 2000). O fator
determinante parece ser o tempo de fermentagdo em contato com as cascas das uvas, ja que a os polifendides sdo produzidos pela
casca e nao pela poupa do fruto. Isso explica as baixas concentragdes nos vinhos brancos. Somando-se a isso, o conteudo alcodlico,
resultado do processo de fermentacgao, possibilita enriquecimento ainda maior quantidade total de polifendis, além de melhor solubiliza-

los, resultando em maior biodisponibilidade (VRHOVSEK e cols, 1997).

Em dezembro de 2001, Corder e cols descreveram um novo efeito do vinho tinto. Ao testar 23 extratos de vinhos tinto, 4 extratos



de branco, um de rose e um de suco de uva, observaram que somente os extratos de vinhos tinto tinham a capacidade de inibir a

sintese de endotelina-1 (ET-1) em células endoteliais da artéria aorta de boi.

A ET-1 foi originalmente descrita como um potente peptideo vasoconstrictor (YANAGISAWA e cols, 1988). O aumento de sua
producdo é visto como fator chave para o desenvolvimento de doengas vasculares como a aterosclerose (CORDER, 2001) e a

hipertensao arterial pulmonar (HAP) (MICHEL e cols, 2003).

Niveis plasmaticos aumentados de ET-1 foram reportados em pacientes com HAP (STEWART e cols, 1991) e apresentaram
correlagdo com a extenséo da doenga (CODY e cols, 1992). Miyauchi e cols, em 1993, demostraram claramente a contribuicdo da ET-1
para a progressao da hipertensao arterial pulmonar induzida quimicamente pela administragdo de monocrotalina (MCT) em ratos. Esse
dado foi confirmado por outros pesquisadores ao inibirem o desenvolvimento da HAP em ratos tratados com antagonistas do receptor

de ET (HILL e cols, 1997, YUYAMA e cols, 2004; NISHIDA e cols, 2004; NISHIDA e cols, 2004).

.3 — O MODELO EXPERIMENTAL



Uma unica injegdo de MCT, alcaldide presente na semente da leguminosa Crotalaria spectalaria, produz HAP em ratos
(HAYASHI e cols, 1967). Lesao das células endoteliais da vasculatura pulmonar, levando a aumento da permeabilidade capilar assim
como edema alveolar e intersticial sdo induzidas apds a injecao inicial, e afetam as artérias pulmonares de pequeno e médio calibres.
Subsequente remodelamento vascular ocorre por degeneragdo e hiperplasia endotelial, hipertrofia muscular da camada média das
artérias pulmonares, neomuscularizagao de artérias ndo-musculares distais, e proliferacdo do tecido conectivo perivascular (MERKOW

e cols, 1966; MEYRICK e cols, 1980; GHODSI e cols, 1981; BRUNER e cols, 1983; ROTH, 1991).

Para investigar a possivel relagéo entre a capacidade do vinho tinto inibir a sintese de endotelina e seus efeitos benéficos contra
as doencas cardiovasculares, escolhemos um modelo experimental de doenca cardiovascular no qual ocorresse aumento dos niveis de
endotelina-1. O modelo de HAP quimicamente induzida pela aplicagdo do alcaléide MCT, produz aumento da pds-carga do ventriculo

direito com consequente hipertrofia ventricular direita.

Il - OBJETIVOS DO ESTUDO



1.1 — Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar se o tratamento crénico com extrato de vinho tinto poderia impedir as alteragdes

cardiovasculares associadas a hipertensao arterial pulmonar induzida pelo alcaléide monocrotalina em ratos.

1.2 — Objetivos especificos

Avaliar o efeito da administracdo crénica de extrato de vinho tinto na capacidade funcional de ratos com hipertensédo arterial

pulmonar.

Avaliar o efeito da administragdo crénica de extrato de vinho tinto sobre as alteragdes estruturais, funcionais e hemodinamicas dos

coracodes de ratos com hipertensao arterial pulmonar.



Il - MATERIAIS E METODOS

lll.1 — Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos (n = 19) e fémeas (n = 23) com idade inicial de cinco semanas, e peso meédio de 76,1 + 1,79.
Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, forradas com lascas de madeira esterilizada, em ambiente com temperatura entre
22° e 24°C e com ciclo claro/escuro natural, e possuiam ragao e agua ad libidum. Os grupos foram acompanhados no periodo setembro a
dezembro de 2004. Foram respeitados os preceitos do “Guia para o Uso e Cuidado de Animais de Laboratério” (Publicagdo do NIH n° 85-

23, revisada em 1985, USA).

lll.2 — Protocolo Experimental



Todos os animais foram tratados com o alcaléide monocrotalina (MCT). O alcaldide foi administrado em dose unica de 50mg/kg,
via injecao intraperitonial. A MCT foi dissolvida em solugéo salina PBS (Phosphate Buffered Saline) e o pH da solug&o ajustado para 7.4.
Os animais foram separados em dois grupos: controle (MCT) e tratado com extrato de vinho tinto (EVT). Os animais pertencentes ao
grupo EVT (8 fémeas e 11 machos) foram tratados, durante 29 dias, com 500mg/kg/d de extrato de vinho tinto via gavagem (injetado

diretamente no eséfago por meio de uma céanula introduzida pela cavidade oral). Todo o protocolo experimental esta ilustrado na figura 2.






lll.3 — Obtencao do Extrato de Vinho Tinto (EVT) TCP ECO valiagdo
ECG ysk-mortem
Avaliagao

oo Post-mortem
O extrato de vinho tinto foi obtido através do processo de liofilizagdo (sublimagao) para retirada a.wu.$ ua

ae
uma pasta espessa com forte odor e aparéncia de geléia. Optamos por utilizar extrato e ndo vinho para eliminarmos a influéncia do alcool.
O vinho utilizado, disponivel comercialmente em supermercados, era originario da regido do Vale dos Vinhedos, Bento Gongalves - RS,
sendo composto de uvas Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir e Alicante Bouschet. A figura 3 mostra o laudo técnico analitico, com a
composic¢ao do vinho tinto seco utilizado nos experimentos.

FIGURA 3. Composi¢ao do vinho tinto seco usado no tratamento do ratos. Laudo técnico analitico emitido pelo técnico responsavel da
Vinicola Miolo, localizada em Bento Gongalves — RS.

LAUDO ANALITICO

Miolo Selegdo Tinto
Vinho Tinto Seco Fino

L =Densidade f 2CY.. i 0.9957

2 = Grau Alcodlico{20°C)...............coene, 12.0 % vol
3 - Acidez Total (g/l emacido tartarico)... 532 g/l
4 - Acidez Volatil(g/l em acido acético)...... 0,53 g/
5 -Anidrido Sulfuroso Livre (g/l)................. 0,040 g/l
6 -Anidrido Sulfuroso Total (g/l)................ 0,086 g/l
i s e e 3,80

8 -Acgucares redutores totais(g/l)................. 2,49 g/l
STanmmsline s e 1.638 mg/l
10- Antocianos (gl ..o 406.87 mg/l
11- indice de polifendis totais (IPT) ........... 0,561 mg/l
| B BB el 55011 e e e 0,317
13=€Col —320amu s e 0,419
Mo 620mM o e 0,094
15-Jntensidade decor ..o 0,830

16- Extrato Seco Reduzido (g/1)................. 2292 g/l
17- Relagdo alcool extrato seco red............. 415

18- Exame Microbiologico: Negativo

19- Exame Organoléptico Normal



De cada garrafa de 375 ml de vinho obtivemos aproximadamente 13 g de extrato. O extrato foi em seguida diluido em agua

destilada e conservado em geladeira comercial para posterior administragéo.

lll.3 — Teste Cardiopulmonar (TCP)

Os testes foram conduzidos e analisados por um observador experiente, 21 dias apds a administracdo do alcaléide monocrotalina.
Os mesmos foram realizados em ambiente constante, com temperatura de 23° C. Visando a obtencédo de dados que permitissem uma
avaliacdo mais detalhada da capacidade funcional dos animais, realizamos a medida do consumo maximo de oxigénio (VO,max). Os
animais foram posicionados em uma esteira ergométrica contida numa camara fechada (AccuScan Instruments, Model LC2/M, USA),
conectada a um analisador de gases (Sable Systems FC-1B O2 and CA-2A CO2 Analyzers, USA). O fluxo de ar (entrada no analisador —
saida da esteira) foi regulado para 680 m/min, fazendo com que ar ambiente alimentasse a cdmara com mesma taxa. Na parte posterior
da esteira uma grade de choque foi utilizada para estimulagdo a corrida. A estimulagdo variava de 0 a 2 mA. Os dados foram

armazenados digitalmente para posterior analise.



O protocolo consistiu em um periodo de adaptagdo ao ambiente da esteira de 3 min, seguido de incrementos na velocidade de 2.5
cm/s a cada 3 min, a partir de uma velocidade inicial de 6.6 cm/s. A inclinagdo foi fixada em 10% durante todo o teste. Os testes eram

interrompidos quando da incapacidade dos animais de continuar a correr apesar da estimulagao elétrica maxima — 2 mA.

lll.4 — Registro Eletrocardiografico (ECG)

O registro eletrocardiografico foi realizado entre o0 22° e o 23° dias apds a administragéo do alcaldide. Apds anestesia com éter os
animais foram posicionados em decubito dorsal e conectados ao eletrocardiografo (Cardimax FX-2111 — Fukuda Denshi) através de
eletrédios subcutaneos inseridos nos membros para obtengao dos registros nas seis derivagdes classicas dos membros DI, DI, DIll, aVR,
aVL e AVF. O posicionamento dos animais foi rigorosamente padronizado para diminuirmos a variabilidade dos registros. O aparelho foi
calibrado para a velocidade de 25 mm/s e voltagem de 20 mm = 1 mV. O eixo médio de despolarizacéo ventricular (SAQRS) foi calculado
com o software Excel (Microsoft), utilizando-se a amplitude do complexo QRS nas derivagcbdes DI e aVF, e as seguintes férmulas: 90-
(GRAUS(ATAN(DI/aVF))), se aVF fosse positiva; 180+(GRAUS(ATAN(aVF/DI))), se DI negativo e aVF negativo;, e

(GRAUS(ATAN(aVF/DI))), se DI positivo e aVF negativo.



lll.5 — Exame Ecocardiografico (ECO)

Os exames foram conduzidos e avaliados por um observador experiente, 22 a 23 dias apos a administracdo de monocrotalina. Sob
anestesia (quetamina/xilazina: 80/20 mg/kg, ip), os animais foram tricotomizados na regido do térax, e posicionados em decubito lateral,
visando a aquisi¢do das imagens.

Para tanto foi utilizado um ecocardiograma bidimensional com Doppler (Esaote, modelo Caris Plus, USA), com transdutor de 10 MHz.

A analise da funcao ventricular esquerda e das dimensdes cavitarias de ambos os ventriculos foram avaliadas por imagens obtidas
em modo bi e unidimensional, respectivamente. O corte empregado para analise dos didmetros e da fungao ventricular esquerda foi o
paraesternal tranverso ao nivel da musculatura papilar. As medidas de espessura da parede e didmetro do ventriculo direito foram
adquiridas no eixo paraesternal curto logo abaixo do nivel da valva adrtica. Todos os valores expressos no que tange as mensuragoes

cavitarias foram corrigidos pelo peso corporal dos animais.

A integral de velocidade, o tempo de aceleragao e o tempo de ejecao dos fluxos adrtico e pulmonar foram obtidos com a técnica de



Doppler pulsatil. Para tanto, empregamos os corte apical 5 camaras para detec¢gdo da amostra de fluxo aortico e o corte paraesternal

transverso ao nivel da valvula adrtica para obtencdo da amostra do fluxo pulmonar.
O débito sistélico do ventriculo esquerdo foi determinado multiplicando-se a integral do fluxo aértico pelo didametro da via de saida
do ventriculo esquerdo. De maneira equivalente, o débito sistolico direito correspondeu ao produto da integral de fluxo pulmonar pelo

didmetro da via de saida do ventriculo direito.

Todos os cortes e medidas foram realizados de acordo com o padrdo da Sociedade Americana de Ecocardiografia e descrito por

Sanh e cols (1978).

Todas as medidas foram adquiridas em ftriplicatas, sendo posteriormente calculados os valores médios que estao representados

nas tabelas sob a forma de média * erro padrao.

111.6 — Biometria dos animais

O peso corporal e dos érgaos foram obtidos em balanga digital (Marte, modelo A500, precisdo de 0,01g). Todos os animais foram

pesados semanalmente. Ao final do protocolo experimental, logo apds a realizagédo dos exames eco e eletrocardiograficos, os animais,



sob anestesia (éter), foram sacrificados por deslocamento cervical, para retirada dos pulmdes, figado e coragdo. Os pulmdes e o figado
foram pesados inteiros, enquanto o coragéo foi dissecado em ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo mais septo interventricular
(VE+Septo).

O peso do figado foi dividido pelo peso corporal e utilizado como indice de congestao venosa. O peso dos pulmdes também fora dividido
pelo peso corporal e utilizado como indice de processo inflamatério pulmonar. O peso do ventriculo direito foi relacionado ao peso

corporal e ao peso do ventriculo esquerdo mais septo interventricular, sendo usado como indice de hipertrofia ventricular direita.

1.7 — Sobrevivéncia

Todos os animais foram acompanhados durante todo o protocolo experimental quanto ao dia e causa, se natural ou sacrificio, da morte.

3.8 — Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software Prism v 4.0 (Graphpad Software). Os valores sdo expressos como média + erro

padrdao da média. Valores de P<0.05 foram considerados estatisticamente significativos. Diferengas entre os grupos e entre os sexos

foram analisadas por 2way ANOVA, com pdés-teste de Bonferroni.

A analise do peso corporal foi realizada também por 2way ANOVA.



As curvas de sobrevivéncia foram analisadas por Logrank Test.

A analise do ECG foi realizada com o software Instat (Graphpad Software) por teste de Fisher.
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FIGURA 2. Protocolo experimental. D = dias. MCT = monocrotalina. EVT = extrato de vinho tinto. tto =

tratamento.

TCP = teste cardiopulmonar. ECG = eletrocardiograma. ECO = ecocardiograma.






IV - RESULTADOS

IV.1 — Peso corporal

As figuras 4 e 5 mostram a evolugdo do peso corporal dos animais fémeas e machos, repectivamente, dos dois grupos
experimentais ao longo do protocolo experimental.
No inicio do protocolo as animais pertencentes aos dois grupos apresentavam peso corporal similares (MCT 75,4 + 2,4, N=23 vs EVT
77,5 £ 1,9 g, N=19). Os animais tratados com EVT, entretanto, ganharam mais peso ao longo do experimento. A diferenca entre os
grupos se mostrou estatisticamente significativa na 3% semana ap6s a administragdo do alcaléide (MCT 122,9 £+ 8,465, N=15 vs EVT
173,4 £ 8,6 g, N=17, P<0,01). Os animais do grupo MCT apresentaram ganho de peso somente até a primeira semana apds a aplicagao
do alcaldide, ndo ocorrendo diferenga significativa entre os dias 7 e 14, nem 14 e 21. Ja no grupo EVT o aumento de peso foi uma

constante durante todo o periodo do protocolo experimental.
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FIGURA 4. Evolugédo do peso das fémeas ao longo do protocolo experimental. Note o constante ganho de peso dos animais do grupo
EVT e a estagnacao do grupo MCT a partir da segunda semana pés-aplicagéo da droga. * P<0,05, MCT vs EVT, aos 21 dias. # P<0,001.
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FIGURA 5. Evolugcédo do peso dos machos ao longo do protocolo experimental. Note o surgimento de diferenga, ndo estatisticamente
significativa, na terceira semana pos-aplicagédo da monocrotalina.

IV.2 — Teste cardiopulmonar
O teste de esforgo cardiopulmonar, ou teste ergoespirométrico, largamente utilizado na clinica, € um teste n&o invasivo que

fornece, através de medida direta do gas expirado, uma série de informagdes sobre variaveis ventilatorias. Muitas questdes da funcao

cardiovascular e respiratéria ficam sem resposta na sua auséncia. E considerado o exame de escolha na avaliagdo do progndstico e



determinacao da classe funcional de pacientes com insuficiéncia cardiaca (WEBER & JANICKI, 1985; NYHA, 1994).

Escolhemos para analise as variaveis: tempo de teste e consumo maximo de oxigénio (VO,max).

Tempo de teste

A figura 5 mostra a duragdo média dos testes. Todos os teste foram maximos, ou seja, realizados até a exaustdo do animal. Na
comparagao entre os grupos, independente do sexo, observamos que os animais do grupo EVT foram capazes de resistir a um maior
tempo de teste em relagdo ao grupo MCT (38,7 + 2,6 vs 23,4 + 4,8 min, P<0,0001). As fémeas foram as responsaveis por essa diferenga,
tendo sido a duragéo do teste das tratadas com EVT mais de 4 vezes maior que as do grupo MCT (EVT: 45,5 £ 4,7 vs MCT: 8,0 £ 1,8

min, P<0,001).

Houve diferenga significativa ainda quando comparados os tempos dos testes das fémeas e machos do grupo MCT. As fémeas
resistiram a um tempo menor de teste (8,0 + 1,8 vs 36,3 £ 3,1 min, P<0,01).
O tempo de teste nos da uma idéia da resisténcia fisica do animal, e permite uma estimativa da capacidade funcional, sendo

entretanto o VO.max a variavel fisioldgica de escolha para esta avaliagéo.
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FIGURA 5. Tempo de teste. Note o maior tempo suportado de teste de esfor¢co nas fémeas tratadas com EVT em relagdo as do grupo
MCT, e o maior tempo suportado pelos machos do grupo MCT quando comparados as fémeas do mesmo grupo. *P<0,001, em relagéo
as fémeas MCT, #P<0,01, em relacao as fémeas MCT.



Consumo maximo de oxigénio

A figura 6 apresenta os dados referentes ao VO,max dos animais. O comportamento observado da variavel VO,max foi igual ao do
tempo de teste. As fémeas do grupo EVT apresentaram maior VO.max quando comparadas as fémeas do grupo MCT (50,24 £ 2,98 vs
23,99 + 4,11 ml.kg™.min”", respectivamente, P<0,01). A diferenga entre o VO,max dos machos dos grupos MCT e EVT (55,86 * 3,00 vs
43,31 + 5,87 ml.kg".min™), se aproximou da significancia estatistica (P=0,0625). Os machos do grupo MCT apresentaram maior VO,max

na comparagdo com as fémeas do mesmo grupo (43,31 £ 5,87 vs 23,99 + 4.11 ml.kg™.d", P<0,05).
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FIGURA 6. Consumo maximo de oxigénio. Segue o mesmo padrao do tempo de teste sendo maior o das fémeas do grupo EVT que as do
grupo MCT, e maior dos machos MCT em relagao as fémeas MCT. *P<0,01, em relagao as fémeas MCT, e #P<0,05 também em relacéo
as fémeas MCT.

IV.3 — Eletrocardiograma

O exame eletrocardiografico € uma das formas de se registrar a atividade elétrica do coragdo. O registro obtido representa os



eventos elétricos de todo conjunto de células. Entretanto, apesar da despolarizagdo dos ventriculos ocorrer simultaneamente, ha
normalmente um predominio da massa muscular esquerda em relacdo a direita, o que faz com que o eixo médio de despolarizacao
ventricular (SAQRS) aponte para a esquerda (entre 0° e 90°). Estados patolégicos que levam a hipertrofia da massa muscular do VD

alteram o SAQRS, desviando-o para a direita.

A comparacdo do SAQRS foi realizada de maneira particular. Como descrito anteriormente (OLIVARES, 2002), excluimos os
animais que apresentaram eixo anémalo (entre 0° e -90°). Este fato diminuiu nosso numero de animais avaliados levando-nos a realizar a

comparacgao entre os grupos somente de maneira independente do sexo.

A figura 7 mostra os valores de DI e aVF de cada animal avaliado. A analise estatistica revelou uma forte tendéncia a apresentar
diferenca significativa na comparagdo entre os grupos (P=0.0574). O simples aumento do numero de animais avaliados, mesmo

mantendo-se as mesmas proporg¢des, seria capaz de indicar significancia estatistica.

Na figura 8 observamos que no grupo MCT a maioria dos animais (8 de 13 animais) apresentaram desvio do eixo elétrico para a

direita, ou seja, SAQRS maior que 90°, enquanto no grupo tratado com EVT, dos 7 animais avaliados apenas 1 possuia desvio para a



direita, estando os outros 6comSAQRS normal.
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FIGURA 7. Representacéo espacial dos valores de DI e aVF de cada animal avaliado. As linhas representam o vetor médio de cada
grupo.
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Figura 8. Valores do eixo médio de despolarizagdo ventricular dos animais dos grupos MCT (N = 13) e EVT (N = 7). Note que o SAQRS
se encontra acima de 90° na maioria dos animais do grupo MCT (8 de 13), enquanto no grupo EVT apenas um animal apresentou angulo
maior que 90°, estando o restante (6 de 7) no 1° quadrante.

IV.4 — Ecocardiografia

Utilizando-se do principio da reflexdo do som, o ecocardiégrafo € capaz de produzir imagens das estruturas cardiacas em tempo
real.

Todas as informacdes obtidas pelo exame ecocardiografico estdo expostas nas tabelas 1, e 2. Os dados referentes as estruturas



cardiacas encontram-se na tabela 1, corrigidos pelo peso corporal dos animais, dada a necessidade de corregdo devido a grande

diferenca de peso observada. Os dados referentes a fungao ventricular e as caracteristicas do fluxo estdo na tabela 2.



Estruturas cardiacas

Interessantes resultados foram obtidos com exame ecocardiografico. Iniciaremos a descricdo dos resultados pelas estruturas

cardiacas esquerdas. As comparacdes abaixo descritas se referem aos valores corridos.

Espessura do septo interventricular em diastole

A espessura do septo interventricular apresentou-se menor nas fémeas tratadas com EVT quando comparadas as nao-tratadas
(0,0089 £ 0,0007 vs 0,0112 £ 0,0005 mm/g, P<0,05). Nao houve diferenga entre os machos. As fémeas do grupo MCT apresentaram
maior espessura de septo interventricular

quando comparadas aos machos do mesmo grupo (0,0112 + 0,0005 vs 0,0076 £+ 0,0005 mm/g, P<0,0001).

Espessura da parede posterior em diastole

Houve diferenga significativa na espessura da parede posterior das fémeas, estando menor nas do grupo EVT em relagéo as do

grupo MCT (0,0088 + 0,0006 vs 0,0149 + 0,0018 mm/g, P<0,001). Observamos diferenga também na comparag¢ao dentro do grupo MCT,

estando maior nas fémeas que nos machos (0,0149 £+ 0,0018 vs 0,0080 + 0,0005 mm/g, P<0,0001).



Diametro interno do ventriculo esquerdo

Nao houve diferencga significativa no didmetro interno do VE em nenhuma comparacgéao.

Diametro interno do atrio esquerdo

As fémeas e os machos do grupo MCT apresentaram maior didmetro interno no atrio esquerdo em relagdo aos seus pares do

grupo EVT (0,0281 £ 0,0021 vs 0,0178 + 0,0005 mm/g, P<0,001, e 0,0199 + 0,0006 vs 0,0155 £ 0,0009 mm/g, P<0,01, respectivamente).

O diéametro interno do atrio esquerdo das fémeas do grupo MCT mostrou-se maior que o dos machos no mesmo grupo (0,0281 £+ 0,0021

vs 0,0199 + 0,0006 mm/g, P<0,001).

Diametro interno da aorta

O didmetro interno da aorta se mostrou menor nas fémeas e machos tratadas com EVT quando comparados aos seus controles no



grupo MCT (0,0183 £ 0,0006 vs 0,0273 + 0,002 mm/g, P<0,001, e 0,0153 £ 0,0008 vs 0,0189 + 0,0004 mm/g, P<0,05, respectivamente).
E maior nas fémeas do grupo MCT quando comparadas aos machos do mesmo grupo (0,0273 £ 0,0024 vs 0,0189 + 0,0004 mm/q,

P<0,0001).

Espessura da parede do ventriculo direito

A espessura da parede do ventriculo direito corrigida pelo peso corporal mostrou-se significativamente menor nos machos e
fémeas tratadas com EVT quando comparadas aquelas que receberam somente MCT (0,0057 + 0,0004 vs 0,0079 + 0,0007 mm/g,
P<0,01, e 0,0061 + 0,0004 vs 0,0113 £ 0,0006 mm/g, P<0,001, respectivamente). A espessura da parede do ventriculo direito das fémeas

do grupo MCT foi maior que a dos machos do mesmo grupo (0,0113 £ 0.0006 vs 0,0079 + 0,0007 mm/g, P<0,01).

Diametro interno do ventriculo direito

O didametro interno do ventriculo direito se mostrou menor nos machos do grupo EVT em relagdo aos machos do grupo MCT

(0,0176 + 0,0011 vs 0,0219 £ 0,0013 mm/g, P<0,05). Ao contrario do que vinha ocorrendo na comparagao dentro do grupo MCT com os



outros parametros, o didmetro interno do ventriculo direito dos machos foi maior que a das fémeas (0,0219 £ 0,0013 vs 0,0157 + 0,0012

mm/g, P<0,001).

Diametro interno da pulmonar

O diametro interno da artéria pulmonar apresentou-se menor nos machos e fémeas tratadas com EVT quando comparado aos nao-
tratados (0,0151 £ 0,0011 vs 0,0241 £ 0,0010, P<0.001, e 0,0172 £ 0,0005 vs 0,03248 £+ 0,0015, P<0,001, respectivamente). Na
comparagao entre fémeas e machos do grupo MCT, encontramos maior didmetro interno da artéria pulmonar nas fémeas (0,03248 +
0,0015 vs 0241 £+ 0,0010, P<0,0001).

Fungao ventricular esquerda



N&o houve diferengca em nenhuma comparagao dos parametros funcionais esquerdos fragao de ejecao e fragdo de encurtamento.

O débito sistélico esquerdo também nao apresentou diferenga estatisticamente significativa.

Funcgao ventricular direita

Débito sistolico do ventriculo direito

O débito sistolico do ventriculo direito das fémeas tratadas com EVT foi maior que o das fémeas que receberam somente a MCT

(0,202 £ 0,019 vs 0.107 = 0,007 ml, respectivamente. P<0,05). Nao houve diferencga significativa na frequéncia cardiaca dos ratos fémeas

durante o exame ecocardiografico (MCT: 185 £ 13 vs EVT: 193 + 12 bmp).

Caracteristicas do Fluxo da Pulmonar

Tempo de aceleragao da pulmonar

O tempo de aceleracdo da pulmonar (TAP) pode ser melhor avaliado através da sua normalizacdo pelo tempo de ejecao da



pulmonar (TEP). A relagdo TAP/TEP mostra uma tendéncia a estar aumentado nos animais, tanto machos quanto fémeas, do grupo EVT
em relagdo ao grupo MCT (0,289 + 0,037 vs 0,209 + 0,040, e 0,221 £ 0,041 vs 0,187 £ 0,030, respectivamente). Esta diferenga, porém,

ndo foi estatisticamente significativa.

Velocidade maxima da pulmonar

A velocidade maxima da pulmonar tendeu a estar aumentada nas fémeas do grupo EVT em relagéo as do grupo MCT (0,548 + 0,0405 vs

0,415 + 0,0470 cm/s), ndo sendo a diferenga, entretanto, estatisticamente significativa.

IV.5 — Peso dos 6rgaos

Peso do coragao

O peso do VD foi, para efeito de comparagao, normalizado por duas técnicas diferentes: divisdo pelo peso corporal (figura 9), e

divisao pelo peso do VE + Septo (FIGURA 10). Das duas maneiras obtivemos um indice de hipertrofia ventricular direita.

Quando normalizado pelo peso corporal, o indice de VD apresentou menor valor nos animais tratados cronicamente com EVT,

tanto nos machos (0,00110 + 0,00018 vs 0,00187 + 0,00033, P<0,05) quanto nas fémeas (0,00108 + 0,00016 vs 0,00171 + 0,00010 ,



P<0,05), quando comparados aos seus controles.
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FIGURA 9. Relacdo peso umido do VD/ Peso corporal. Note que os animais tratados com EVT, tanto machos quanto fémeas,
demonstraram menor indice de hipertrofia ventricular direita. *P< 0,05, na comparagao com fémeas MCT, e #P<0,05, na comparagao com
machos EVT.

Porém, quando normalizado pelo peso do VE + Septo, a diferenca foi estatisticamente significativa apenas na comparagao dos



machos EVT com os machos MCT (0,44 + 0,04 vs 0,62 + 0,06,P<0,05).
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FIGURA 10. Relagao peso umido do VD/ peso umido do VE + Septo. Observamos diferenga estatisticamente significativa apenas nos
machos. *P<0,05, na comparagdo com machos MCT.

O indice do VE (VE + Septo/ PC), apresentou diferenga na comparagdo entre os grupos MCT e EVT, porém ndo quando a

comparagao levou em consideragdo o sexo dos animais. O valor do indice do VE foi maior nos animais do grupo MCT quando



comparados aos do grupo EVT (0,00305 + 0,00012 vs 0,00258 + 0,00011, P<0,05).
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FIGURA 11. Relagdo peso umido do VE + Septo/ Peso corporal. Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa na
comparagao dependente do sexo.

Peso dos pulmoes

O indice dos pulmbdes (peso umido dos pulmdes dividido pelo peso corporal) indica a gravidade do processo inflamatério no



mesmo. Teoricamente, quanto mais severo o acometimento dos pulmdes, maior o infiltrado inflamatério. Diferenca significativa foi
observada na comparagédo das fémeas do grupo MCT com as fémeas do grupo EVT, estando menor nas fémeas tratadas com EVT

(0,0113 + 0,0007 vs 0,0277 + 0,0022, P<0,01).

O indice dos pulmdes dos machos tratados com EVT foi menor em relagdo aos nao-tratados (0,0133 £ 0,0032 vs 0,0188 £ 0,0068),

porém nao o suficiente para constatarmos diferencga estatistica.



PPul/PC

0.03
CIMCT

EEEVT
0.02

0.01

0.00

F M

FIGURA 12. indice do pulmao. Note o menor relagdo peso dos Pulmdes/ Peso corporal, utilizado como indice de processo inflamatério
pulmonar, nos animais tratados com EVT. A diferenga foi, entretanto estatisticamente significativa somente nas fémeas. *P<0.01, na
comparacgao com fémeas MCT.

Peso do figado



Nao houve diferenga estatistica nas comparagdes com o peso do figado. O indice do figado, porém, tende a ser maior no grupo

MCT quando comparado ao grupo EVT (0,0525 + 0,0016 vs 0,0471 + 0,0018).
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FIGURA 13. Relagao peso umido do figado/ Peso corporal. Nao observamos nenhuma diferenga estatistica.



IV.6 — Sobrevivéncia

A sobrevivéncia de portadores de HAP depende principalmente da capacidade de trabalho do ventriculo direito (CHIN, 2005).

A analise da sobrevivéncia, assim como dos outros itens, foi realizada considerando o sexo dos animais. Assim, ao compararmos
dentro do grupo MCT as fémeas com os machos, encontramos importante diferenga (P<0,05), sobrevivendo as fémeas menos que o0s
machos. O primeiro ébito das fémeas ocorreu 10 dias apds a administragdo da MCT. Todo o restante do grupo morreu durante o
protocolo experimental, tendo as ultimas 5 fémeas morrido logo ap6s o exame ecocardiografico. A totalidade dos machos do grupo MCT,

entretanto, resistiu até ao final do protocolo experimental, quando foram entéo sacrificados.
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FIGURA 14. Porcentagem de sobrevivéncia no grupo MCT (P< 0,05). Note a maior mortalidade nos animais do género feminino.

O comportamento da sobrevivéncia comparando machos e fémeas no grupo EVT foi diferente ao observado no grupo MCT. Nao

houve, no grupo EVT, diferenga na porcentagem de sobrevivéncia entre machos e fémeas.
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FIGURA 15. Porcentagem de sobrevivéncia no grupo EVT. N&o ha diferenca estatisticamente significativa. Nao observamos mais a maior
mortalidade das fémeas, como no grupo MCT.



Ao compararmos as fémeas dos grupos MCT e EVT, observamos uma maior porcentagem de sobrevivéncia nas fémeas do grupo EVT
(P< 0,01). Todas fémeas do grupo MCT morreram ao longo do protocolo experimental, sendo que as cinco que permaneceram vivas até
0 23° dia pés administragao do alcaldide, nao resistiram ao plano anestésico e morreram logo apés o termino do exame ecocardiografico.

Ja no grupo EVT apenas trés fémeas morreram durante o protocolo, duas no 22° e uma no 23°dia pés injegao de MCT.
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FIGURA 16. Comparagado da porcentagem de sobrevivéncia entre as fémeas dos grupos MCT e EVT (P< 0,01). Note que ao
compararmos somente as fémeas dos dois grupos, fica nitida a diferenga na porcentagem de sobrevivéncia.

N&o houve diferenga na porcentagem de sobrevivéncia dos machos do grupo MCT quando comparados ao grupo EVT.
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FIGURA 17. Comparagao da porcentagem de sobrevivéncia entre os machos dos grupos MCT e EVT. Nao observamos diferenca
estatisticamente significativa entre os machos dos dois grupos.



TABELA 1. Parametros ecocardiograficos das estruturas dos coragdes dos ratos dos grupos MCT e EVT.

Parametros MCT EVT

Fémeas Machos Fémeas Machos

(N=5) (N=8) (N=7) (N=9)

ESDc (mm/g) 0,0112+0,0005 0,0077 =+ 0,0005 € 0,0089=+ 0,0007 * 0,00747+ 0,0004
EPPDc(mm/g) 0,0149 +0,0017 0,0080=+ 0,0005 € 0,0088 + 10,0006 * 0,0076+ 0,0004
DVEc (mm/g) 0,0320 £ 0,0076 0,0312+0,0016 0,0370 £ 0,0012 0,0269 + 0,0023
DAoc (mm/g) 0,0273 +0,0024 0,0189+ 0,0004 0,0183+0,0006 * 0,0154+ 0,0008 %
DAEc (mm/g) 0,0281 +0,0021 0,01999+ 0,0006 * 0,0178 £0,0005 * 0,0199+ 0,0006°€
DPc (mm/g) 0,0325+0,0010 0,0241+ 0,0010 0,0171 £ 0,0005 * 0,0152+0,0010 **
DVDc (mm/g) 0,0125+0,0019 0,0219+0,0012 * 0,0157 +£0,00012 0,0176 +£0,0011 *
EPVDc(mm/g) 0,0113 +0,0059 0,0079+ 0,0007 * 0,0061 +0,0004 * 0,00574+ 0,0004 €

ESDc = espessura do septo em didstole corrigida; EPPDc = espessura da parede posterior em didstole corrigida; DVEc = diametro diastolico final de VE corrigido; DAoc = didmetro
da aorta corrigido; DAEc = didmetro interno do atrio esquerdo corrigido; DPc = didmetro da pulmonar corrigido; DVDc = didmetro do VD corrigido; ¢ EPVDc = espessura da parede
do VD corrigida. #P<0.05 em relagdo as fémeas MCT; *P<0.0001em relagio as fémeas MCT, “P<0.01 em relagdo aos machos MCT; *P<0.001 em relagdo as fémeas MCT; **P<0.001
em relagdo aos machos MCT; “P<0.05 em relagdo aos machos MCT.

Obs. Os niumeros em parénteses indicam o nimero de animais avaliados.



TABELA 2. Parametros ecocardiograficos funcionais e caracteristicas de fluxo dos ratos dos grupos MCT e EVT.

MCT

EVT
Fémeas Machos Fémeas Machos

Parametros (N=5) (N=8) (N=7) (N=9)

FE (%) 82.73 £ 6.23 86.50+4.46 88.00 £2.32 9420+ 1.19
Fenc (%) 48.53 £ 6.84 55.31+4.61 50.86 +1.94 64.46 +2.40
DCVE (I/min) ND 0.055 £ 0.008 0.036 +£0.002 0.055+£0.005
DSVE (ml) ND 0.193 +£0.017 0.147 £0.024 0.175+0.015
DCVD (I/min) 0.022 £ 0.003 0.057 £ 0.006 0.045 £ 0.002* 0.048 +0.004
DSVD (ml) 0.106 + 0.006 0.202 £0.019 0.211 £0.032%** 0.166 +£0.018
TAP/TEP 0.187 £ 0.030 0.209 £ 0.040 0.221 £0.041 0.289 £ 0.037
Vmax (cm/s) 0.415+0.0470 0.546 + 0.0308 0.548 + 0.0405 0.520 + 0.0399

FE = fragdo de ejecdo; Fenc = fragdo de encurtamento; DCVE = débito cardiaco de VE; DSVE = débito sistolico de VE; DCVD = débito cardiaco de VD; DSVD =

débito sistolico de VD; TAP = tempo de aceleragdo da pulmonar; TEP = tempo de eje¢do da pulmonar; Vmax = velocidade maxima da pulmonar; e ND = ndo
determinado. *P<0.01 em relagdo as fémeas MCT; **P<0.05 em relagdo as fémeas MCT.

Obs. Os nimeros em parénteses indicam o niimero de animais avaliados



V - DISCUSSAO

Em nosso estudo, animais tratados cronicamente com EVT apresentaram melhor fungao cardiovascular, traduzida por diversos

achados, discutidos a seguir.

Inicialmente constatamos que os animais tratados com EVT apresentaram ganho de peso corporal significativamente maior que
aqueles que receberam somente a injegdo de MCT. Essa diferenga revelou significancia estatistica na terceira semana pos-administracao
do alcaldide (173.4 g + 8.57 vs 113.6 £ 7.91 g). Os animais do grupo controle ganharam peso somente na semana anterior a
administracdo de MCT e na primeira semana pés-administragédo, sugerindo efeito anorexigenico da droga. Este achado é concordante
com os de outros pesquisadores (MIYAUCH, 1993; KATO, 2003). Tal efeito parece ter sido inibido pelo tratamento com EVT, ja que os
animais do grupo EVT apresentaram ganho de peso durante todo o protocolo experimental. Outras tentativas de amenizagéao dos efeitos
téxicos da MCT, que tiveram éxito em outros parametros, ndo foram capazes de inibir o efeito anorexigenico da droga. O tratamento com
Oleo de peixe, por exemplo, diminuiu os processos inflamatoério e fibrético nos pulmdes e figado, porém néao foi capaz de aumentar o
ganho de peso dos animais (BAYBUTT e cols, 2002). Também nao foi observado aumento do peso corporal por tratamento com
antagonistas do receptor de ET em relagdo aqueles nao-tratados, apesar do comprovado éxito do tratamento (HILL e cols, 1997;

NISHIDA e cols, 2004; YUYAMA e cols, 2004).



O primeiro teste realizado, o TCP, nos trouxe resultados animadores. Iniciando a analise pela variavel tempo de teste, tivemos que
as fémeas tratadas com EVT quando comparadas as nao-tratadas, suportaram por periodo maior o protocolo de incremento progressivo
de carga do TCP (45,5 + 4,7 min vs 8,0 £ 1,8 min), mostrando maior resisténcia fisica. A capacidade funcional, determinada pelo VO,max
dos animais, também apresentou significativa diferenga na comparagéo entre os grupos MCT e EVT. O padrao seguido foi o mesmo do
tempo de teste, com as fémeas do grupo EVT possuindo maior VO,max que as fémeas do grupo MCT (50.24 + 2.98 ml/kg.min™' vs 23.99
+ 4.11 ml/kg.min™"). O VO.max dos machos tratados com EVT também foi maior que o dos nao-tratados, com diferenga proxima da
significancia estatistica (55.86 + 3.00 ml/kg.min"" vs 43.31 + 5.87 ml/kg.min™"). E provavel que o simples aumento do nimero de animais
da amostra seja capaz de apontar a diferenga entre os grupos. A captagdo maxima de O, é considerado o melhor indice de capacidade
aerobica e fungéo cardiorrespiratéria maxima. Nenhuma outra medida de trabalho é tdo precisa, confiavel ou reprodutivel (FROELICHER
e cols, 1998). Portanto, nossos resultados sugerem que o tratamento com EVT melhorou a fungdo cardiorrespiratéria dos ratos com

hipertenséo arterial pulmonar direita.

Hemodinamicamente a captacdo de O, é o produto do débito cardiaco pela diferenga arterio-venosa de O, Admitindo-se que a
capacidade de captagédo do O, pelo musculo é a mesma nos dois grupos experimentais, a diferenga no VO,max pode ser explicada por
uma melhor funcéo cardiaca. Nado podemos descartar a hipétese de uma melhor funcdo pulmonar estar corroborando para os resultados

observados, ja que foi verificado um menor indice dos pulmdes nos animais tratados com EVT.



N&o ha na literatura uma padronizagéo quanto ao protocolo a ser utilizado nos TCPs de ratos. Os protocolos variam grandemente
em relacdo ao equipamento disponivel e a espécie do rato a ser testado. Por esse motivo, e dada a deteriorizagao esperada da funcéo
cardiopulmonar pés-administragdo de MCT, desenvolvemos um protocolo propositalmente atenuado baseados em investigacdes

anteriores (KAWAGUCHI e cols, 1992; MUSH e cols, 1988),

Em relagcdo a geometria cardiaca, estudada através do exame ecocardiografico, observamos diferengas tanto no lado direito como
no esquerdo do coragao. Comecando pelo lado direito, observamos menor espessura da parede do VD dos machos e fémeas tratadas
com EVT em relagédo aos nao-tratadas (6,07 + 0,4185 x 10 cm/g vs 11,29 + 0,5954 x 10* cm/g). Este dado foi confirmado post-mortem
pela pesagem dos coragdes dissecados, onde constatamos menor indice de VD, tanto nos machos quanto nas fémeas (11,00 + 1,803 x
10* vs 18,66 + 3,334 x 10*, e 10,79 x 10* + 1,604 x 10* vs 17,11 £ 0,9944 x 10, respectivamente) e menor relagdo VD/VE + Septo nos

machos (0.4377 + 0.04404 vs 0.6179 + 0.06103).

A ET-1 possui papel importante no processo de hipertrofia cardiaca provocada por fatores hemodinamicos. A expressao de prepro-
ET-1 no ventriculo esquerdo se mostrou aumentada (com pico em 24h) apds cirurgia de coartagdo da aorta, em ratos, modelo de
hipertrofia cardiaca (ITO e cols, 1994). No mesmo estudo, animais tratados com o antagonista de receptor de ETA BQ123, apresentaram

menor indice do VE e cardiomiécitos de menor diametro. Houve ainda, com o tratamento com BQ123, diminuicido da expressao de a-



actina e ANP mRNA.

Ainda no lado direito do coragao, verificamos menor didmetro da cavidade ventricular direita nos machos do grupo EVT (17,6
1,117 x 10* cm/g vs 21,9 + 1,269 x 10* cm/g), sugerindo prevengdo de um possivel quadro de dilatagdo ocorrido no grupo MCT. O
diametro da pulmonar também foi menor, tanto nos machos quanto nas fémeas, do grupo EVT (15,18 + 1,066x10* vs 24,10 + 0,9657x10°
‘e 17,16 £ 0,5209x10* vs 32,48 + 1,561x10* cm/g, respectivamente). Sabendo-se que o aumento do didametro da artéria pulmonar é
compativel com desenvolvimento de hipertensao arterial pulmonar, € provavel que os animais tratados com EVT possuissem menor nivel

tensional arterial pulmonar.

Esses dados nos conduzem a levantar a hipotese de que o EVT inibiu a sintese de ET-1. Ndo podemos, entretanto, afirmar se a
diminuicdo do quadro hipertréfico de VD ocorreu por efeito cardiaco direto, ou indiretamente através da reducéo da resisténcia vascular

pulmonar. Acreditamos que a hipotese mais coerente seja uma combinagao dos dois fatores.

No estudo de Kato e cols (2003) ratos wistar machos que receberam 60mg/kg de MCT apresentaram diminuicdo da relagéo
TAP/TEP a partir da 6% semana poés-inje¢édo do alcaldide. A analise da relagcdo TAP/TEP parece ser mais adequada que a do TAP
sozinho, sendo utilizada para se minimizar o efeito da frequéncia cardiaca sobre o fluxo sanguineo. No presente estudo realizamos o

ecodoplercardiograma mais precocemente, com 22-23 dias. Mesmo com um tempo menor, observamos uma tendéncia da relacéo



TAP/TEP estar aumentada nos animais tratados com EVT (0.2596 + 0.02820 vs 0.2007 + 0.02668), que se aliam com os achados de
diminuicdo do didmetro da pulmonar, reforgcando a hipotese de uma menor resisténcia vascular pulmonar no grupo de animais tratados

com EVT.

Fechando o quadro do lado direito do coragdo, uma melhor fungao sistdlica direita pdde ser observada nas fémeas tratadas com
EVT. Estas apresentaram maior débito cardiaco ao ECO que as nao tratadas. O maior débito sistdlico observado no grupo EVT parece

ser o responsavel pela diferenga no débito cardiaco, ja que as frequéncias cardiacas foram similares.

O fenbmeno de interdependéncia ventricular passa desapercebido no estudo fisiolégico do funcionamento do coragdo como
bomba, mas pode ser bem visualizado na HAP crénica. O aumento da resisténcia vascular pulmonar impdée ao VD um acréscimo da
carga de trabalho, obrigando-o a uma adaptagado morfolégica. Ocorrem entéo dilatagdo e hipertrofia, alterando a forma do VD, de meia-
lua para concéntrica. A alteracédo da forma do VD pode acarretar em desvio do septo interventricular para a esquerda. O aumento da pos-
carga dificulta o esvaziamento do VD fazendo com que o tempo de ejegao do VD fique mais prolongado que o tempo de ejegédo do VE,
agravando ainda mais o desvio do septo interventricular para a esquerda, dificultando o esvaziamento atrial esquerdo. E comum achado,
nos pacientes com HAP, aumento da camara atrial esquerda. No presente estudo observamos um menor didmetro atrial esquerdo
corrigido (AEc) nos animais, tanto machos quanto fémeas, tratados com EVT (19,99x10* + 0,5923x10* vs 19,99x10* + 0,5923x10%*, e

17,84x10* + 0,5533x10* vs 28,10x10* £ 2,119x10* cm/g, respectivamente). Infelizmente nao foi possivel determinar o grau de desvio



septal nem o fluxo mitral para melhor avaliarmos este quadro. A dificuldade de encontrar uma janela acustica adequada, a alta

mortalidade, e animais taquicardicos, foram fatores impeditivos de uma avaliacado mais detalhada.

Surpreendentemente, estavam aumentadas no grupo MCT as espessuras do septo e da parede posterior corrigidas dos animais
do grupo MCT(). Na comparagéo independente do sexo, o indice do VE (VE + Septo/PC) foi maior no grupo MCT (30,53 + 1,180 x 10 vs
25,81 + 1,072 x 10* cm/g). Desconhecemos a descrigdo de tal fato na literatura. Um possivel quadro hipdxico cronico poderia ser
responsavel por um aumento da pressao arterial sistémica, acarretando em aumento da espessura da parede ventricular esquerda. Isto

explicaria também o maior didametro da aorta encontrado nos animais do grupo MCT (22,13 + 1,503 x 10 vs 16,66 + 0,6169 x 10 cm/g).

A funcgéao ventricular esquerda pareceu nao ser afetada pela agdo da MCT. Dados de fragdo de ejecdo e de encurtamento do nosso
laboratério de animais machos que n&o sofreram nenhuma intervengdo (OLIVARES, 2002) mostram valores similares aos do grupo MCT
deste estudo. Nao houve, também, diferenga na fragdo de ejecdo e de encurtamento entre os grupos MCT e EVT, assim como nos

débitos cardiaco e sistolico do VE.

O desvio, no plano frontal, do eixo médio de despolarizagao ventricular para a direita, em animais tratados MCT foi descrito em
1983 por Bruner e cols. O crescimento da camara ventricular direita aumenta a influéncia do VD no processo de despolarizagao

ventricular, alterando a direcdo do vetor resultante. A analise estatistica do SAQRS, no presente estudo, ndo revelou significancia na



comparagao entre os grupos. Porém, ao olharmos para os valores, observamos que a maioria dos animais do grupo MCT (8 de 13)
apresentaram desvio do eixo médio de despolarizagdo ventricular, enquanto naqueles tratados com EVT a maioria (6 de 7) possuia

SAQRS normal.

O grau de insuficiéncia cardiaca direita pode ser avaliado através da analise do peso umido do figado. O indice do figado, dado
pela normalizagdo (divisdo) pelo peso corporal dos animais, tendeu a ser menor no grupo tratado com EVT (0.04710 + 0.001798 vs
0.05254 + 0.001597), sugerindo uma melhor fungéo ventricular direita. A incapacidade do VD de bombear o sangue do sistema venoso
para os pulmdes culmina em congestdo do sistema venoso com aumento do peso e tamanho do figado (hepatomegalia congestiva). Nao
podemos descartar protecdo hepatica direta do EVT ja que a MCT é também hepatotoxica (BUTLER e cols, 1970). Para esta

diferenciacao faz-se necessaria uma avaliagao histopatolégica do figado, n&o realizada neste estudo.

Um dos achados mais importantes do nosso estudo foi a constatagdo do aumento da porcentagem de sobrevivéncia nas fémeas
tratadas com EVT (P<0.001). A maioria das fémeas do grupo EVT (63%) foram sacrificadas ao final do estudo, enquanto todas as
fémeas do grupo MCT morreram ao longo do protocolo experimental. O mesmo comportamento ndo ocorreu com os machos, nao

havendo diferenga na porcentagem de sobrevivéncia entre os grupos tratado e n&o-tratado com EVT.

A analise das curvas de sobrevivéncia nos leva a concluir que as fémeas possuem maior suscetibilidade ao desenvolvimento de



insuficiéncia cardiaca direita induzida pela administracdo de MCT. Dados ecocardiograficos, como uma maior espessura de parede de VD
e um maior didmetro interno da artéria pulmonar nas fémeas em relacdo aos machos, dentre outros, e do teste cardiopulmonar, como o
menor consumo de oxigénio nas fémeas, apresentados no presente estudo colaboram neste sentido. Desconhecemos tal descrigdo na

literatura ja que os trabalhos publicados com este modelo s&o realizados utilizando-se preferencialmente animais de um unico género.

Uma importante medida nao realizada em nosso trabalho, consiste na afericdo da presséao intracavitaria do VD para determinacao
do grau de hipertensdo arterial pulmonar. Todavia, apesar de a anormalidade caracteristica da hipertensao arterial pulmonar ser o grau
de elevagdo da presséao arterial do leito pulmonar, esta possui apenas modesta significancia prognéstica. A habilidade do ventriculo

direito de exercer sua fungdo sob aumento na pos-carga é que determina a extensao dos sintomas e a sobrevivéncia (CHIN, 2005).

Somando-se os resultados dos exames eco e eletrocardiograficos, da evolugdo do peso, do teste cardiopulmonar, da

sobrevivéncia e do peso dos 6érgaos, acumulamos evidéncias suficientes da eficacia do EVT no modelo experimental utilizado.

Assim, demonstramos pela primeira vez, que o tratamento cronico com EVT é capaz de amenizar as alteracdes cardiovasculares

patolégicas que se seguem a administragédo de MCT.

Dada a grande quantidade de evidéncias cientificas dos efeitos benéficos a saude do consumo de vinho, a Associagcdo Americana



do Coracéo, publicou em 2001 na revista Circulation um documento intitulado “Vinho e seu Coracao”, fazendo uma revisdo do assunto
(GOLDBERG e cols). Recentemente, outro artigo foi publicado na mesma revista por Szmitko & Verma (2005), intitulado “Vinho tinto e
seu coragao”, na sessao “pagina do paciente cardiolégico” com o intuito de esclarecer os pacientes sobre os beneficios e os riscos do

consumo.

VI - CONCLUSAO

O tratamento cronico com extrato de vinho tinto, em ratos, é capaz de amenizar as alteragbes cardiovasculares induzidas pela

administracao de monocrotalina.



As fémeas possuem maior suscetibilidade ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca direita induzida pela administracdo de

monocrotalina.



VIl - PERSPECTIVAS

Como perspectivas de prosseguimento do estudo no Doutorado temos:

° Determinar os efeitos de diferentes doses de extrato de vinho tinto na estrutura e fungao cardiaca, e na reatividade vascular de animais

com hipertensao arterial pulmonar.

° Avaliar se o tratamento com extrato de vinho tinto altera os niveis de endotelina-1 no plasma, rins e coragdo dos animais com

hipertensao arterial pulmonar.

° Avaliar se o tratamento com vinho altera a expresso de NOS nos pulmdes e coragao, e a expressao de preproendotelina-1 nos rins e

coracao dos animais com hipertensao arterial pulmonar.

° Determinar se a quantidade de polifendides encontrada nas diferentes doses de extrato de vinho tinto que serdo administrados se



correlaciona com a resposta cardiovascular e niveis de expressao de endotelina-1 e NOS observados nos animails tratados com extrato

de vinho tinto
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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