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RESUMO

Em razdo de, em estudos que analisam a relagdo remodelacao cardiaca
e estenose adrtica supravalvar: ser importante a deteccao precoce da disfuncéo
ventricular; o método hemodinamico ser ideal para deteccdo da disfuncao, porém
inadequado para estudos sequenciais; a taquipnéia manifestar-se, geralmente,
quando ha deterioracdo cardiaca grave e nao estar estabelecida a relacdo entre a
capacidade funcional e a fungéo ventricular, torna-se necessario identificar se o(s)
primeiro(s) sinal(is) de intolerancia ao esfor¢o fisico esta(do) relacionado(s) a
disfungéo ventricular. Assim, este trabalho tem como objetivos avaliar em diferentes
periodos, 3, 6, 12 e 18 semanas, apo6s inducdo de estenose aodrtica supravalvar em
ratos a: 1) funcdo do ventriculo esquerdo em repouso e as alteragcdes morfoldgicas
cardiacas por meio do ecocardiograma; 2) tolerancia ao esforco fisico, em teste
incremental em esteira; 3) relagdo entre a tolerancia ao esforco fisico e a fungéao
cardiaca determinada em repouso. Foram utilizados 37 ratos Wistar, jovens, machos
divididos em dois grupos: controle operado (GC, n=13) e estenose adrtica
supravalvar (GEAo, n=24). O GEAo foi submetido a cirurgia com implantagdo de um
clipe na artéria aorta para a inducao da estenose aértica supravalvar. O GC foi
submetido a mesma cirurgia, porém sem a implantagéo do clipe. Os animais foram
mantidos com agua e racao e ad libitum, em ambiente com temperatura controlada a
23°C e ciclo de luz invertido. Todos os procedimentos foram realizados no ciclo
escuro, com o auxilio de iluminacao fluorescente vermelha, cuja emissao de onda,
por ser longa, ndo € percebida pelos animais. Dos 24 ratos do grupo estenose
aodrtica (GEAO0), 10 morreram e dois apresentaram sinais de insuficiéncia cardiaca ao
final do experimento, taquipnéia associada a derrame pleural, trombo em atrio
esquerdo e hipertrofia de ventriculo direito, sendo excluidos do grupo. Dos 13
animais do grupo controle (GC) dois morreram antes do término do estudo. Assim,
os grupos estudados foram constituidos de 11 animais no GC e 12 no GEAo. A
tolerancia ao esforgo fisico foi avaliada em teste incremental, intervalado,
multiestagios, até a exaustdo, realizado em uma esteira rolante para ratos. Os
parametros utilizados para a determinacdo da tolerancia ao esforco fisico foram:



velocidade da esteira correspondente ao limiar de lactato (VLL), velocidade do
estagio onde foi atingida a exaustdo (VEx), tempo total do teste (TTT) e as
concentragdes de lactato correspondentes ao limiar de lactato ([LAC]..) e ao final
estagio da exaustdo ([LACJex). O limiar de lactato foi estabelecido por inspecao
visual do ponto da curva onde ocorreu quebra da linearidade em funcdo do aumento
da velocidade. A funcdo e estrutura do coracdo foram avaliadas pelo
ecocardiograma em repouso. No final do periodo, apbs sacrificio foram
determinadas variaveis morfoldgicas corporais e cardiacas. A relacao entre peso
umido (PU) e peso seco (PS), foi utilizada para a determinacado do teor de agua
tecidual. Os parametros morfolégicos e pesos umido e seco foram analisados pelo
teste t de Student ou pelo teste de Mann-Whitney. Para comparagdes dos grupos no
processo evolutivo, utilizou-se o método de andlise de varidncia de medidas
repetidas em dois grupos independentes complementado pelo procedimento de
comparagédo multipla de Bonferroni. Em todos os testes fixou-se em 5% (p<0,05) o
nivel de significancia. Os dados ecocardiograficos mostraram importantes alteragées
estruturais cardiacas durante o processo da evolugdao da remodelacdo. Varios
parametros, indicadores de hipertrofia como, EDPP, EDSIV e ERelVE,
apresentaram-se alterados a partir da 32 semana e o INDICE MASSA VE apés a 62
semana. A analise da variavel ERelVE indicou que a estenose adrtica supravalvar
acarretou hipertrofia concéntrica do VE, precocemente, mantida até o final do
experimento. A hipertrofia ventricular esquerda foi confirmada pela avaliacdo
estrutural cardiaca dos ratos apds o sacrificio. A analise da funcao sistélica do
ventriculo esquerdo mostrou melhoria dos encurtamentos endocardico e
mesocardico (AD endo e AD meso) em relagao ao grupo controle, que deterioraram-
se durante o processo de remodelacao. Apesar da piora da fungao sistélica ao longo
do tempo, o0 GEAo ainda manteve resultados superiores ao GC. O indice cardiaco,
parametro que avalia o coracdo como bomba, mostrou-se igual ao GC. Estes
resultados mostram que o desempenho sistélico do ventriculo esquerdo do GEAo foi
superior ou igual ao GC durante todo processo de remodelamento cardiaco. A
funcédo diastolica do GEAo mostrou-se deteriorada, precocemente, em relacdo ao
GC, desde a 3% semana pés-inducdo de estenose aodrtica. Neste grupo ocorreu
aumento da onda A, reduc¢ao da relacdo E/A e do tempo de desaceleracdo da onda
E (TDE). Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos, em todo o

periodo experimental, nos parametros da tolerancia ao esforco. A auséncia de



alteragbes na tolerancia ao esforgo fisico nesse trabalho n&do foi devida a inabilidade
do teste ou da falta de sensibilidade das varidveis analisadas. A fase de
remodelacdo cardiaca e o grau de disfuncdo ventricular parecem ter sido os
principais determinantes dos resultados observados. Em conclus&o, os dados deste
trabalho mostram que o0s animais com estenose adrtica supravalvar avaliados
durante 18 semanas apresentam: 1) alteragcbes morfolégicas cardiacas indicativas
de hipertrofia concéntrica; 2) disfuncao diastélica precoce do ventriculo esquerdo; 3)
melhoria ou preservacao da funcao sistélica do ventriculo esquerdo em relagdo ao
grupo controle; 4) deterioracdo do desempenho sistélico durante o processo de
remodelagao ventricular; 5) alteracdes da funcao ventricular, ndo acompanhadas da

diminuicdo da tolerancia ao esforgo fisico.

Palavras-chave: capacidade funcional, tolerdncia ao esforgo fisico, disfuncéo

ventricular, funcao cardiaca, estenose adrtica, ecocardiograma, ratos.



ABSTRACT

Considering that, in studies analyzing the relationship between cardiac
remodeling and supravalvar aortic stenosis, the early detection of ventricular
dysfunction is important, the hemodynamic method is ideal to detect such
dysfunction although it is inadequate for sequential studies, tachypnea is generally
manifested when severe cardiac deterioration exists and that the relationship
between functional capacity and ventricular function has not been established, it is
necessary to identify whether the first sign(s) of exercise intolerance is(are) related to
ventricular dysfunction. Hence, this study aimed at evaluating, in different periods - 3,
6, 12 and 18 weeks - after the induction of supravalvar aortic stenosis in rats, the
following aspects: 1) function of the left ventricle at rest and cardiac morphological
alterations by means of an echocardiogram; 2) exercise tolerance during an
incremental test on a treadmill; 3) relationship between exercise tolerance and
cardiac function determined at rest. Thirty-seven young male Wistar rats were used.
The animals were separated into two groups: operated control (CG, n=13) and
supravalvar aortic stenosis (GEAo, n=24). GEAo was submitted to surgery with the
implantation of a clip on the aorta artery for induction of supravalvar aortic stenosis.
GC was submitted to the same type of surgery although without clip implantation.
The animals were given water and chow ad libitum and maintained in a controlled-
temperature environment at 23°C and an inverted light-dark cycle. All the procedures
were performed in the dark cycle by using red fluorescent illumination, whose long
wave emission is not perceived by the animals. Of the 24 rats in the GEAo ten died
and two presented signs of cardiac insufficiency at the end of the experiment,
tachypnea associated with pleural stroke, thrombus in the left atrium and
hypertrophia in the right ventricle, thus being excluded from the group. Of the 13
animals in the GC, two died prior to completion of the study. Hence, the studied
groups consisted of 11 animals in CG and 12 in GEAo. Exercise tolerance was
evaluated by means of a multistage incremental test with intervals which was
performed on a rolling treadmill for rats up to exhaustion. The parameters used for
determination of tolerance to physical effort were: treadmill velocity corresponding to
the lactate threshold (VLL), velocity of the stage in which exhaustion was reached



(VEX), total testing time (TTT) and lactate concentrations corresponding to the lactate
threshold ([LAC].L) and to the final exhaustion stage ([LAC]ex). The lactate threshold
was established by means of visual inspection of the curve point where linearity was
broken in function of velocity increase. Heart functions and structure were evaluated
by an echocardiogram at rest. At the end of the period and after sacrifice,
morphological and body variables were determined. The relationship between wet
weight (PU) and dry weight (PS) was used to determine tissue water content. The
morphological parameters and wet and dry weights were analyzed by Student’s t test
or by Mann-Whitney’s test. In order to compare the groups as regards their
developmental process, the method of analysis of variance for repeated
measurements in two independent groups was used and complemented by
Bonferroni’s multiple comparison procedure. A level of significance of 5% (p<0.05)
was established for all tests. The echocardiographic data showed important cardiac
structural alterations during the process of remodeling development. Various
parameters indicating hypertrophia, such as EDPP, EDSIV and ERelVE, showed
alterations after the 3" week, and so did the INDICE MASSA VE after the 6™ week.
The analysis of variable ERelVE indicated that supravalvar aortic stenosis caused
early concentric hypertrophia of the left ventricule, which was maintained until the
completion of the experiment. Left ventricular hypertrophia was confirmed by the rats’
cardiac structural assessment after sacrifice. Analysis of the left ventricle’s systolic
function showed improvement in the endocardial and mesocardial shortenings (AD
endo and AD meso) in relation to the control group, which deteriorated during the
remodeling process. In spite of the worsening in systolic function over time, GEAo
still maintained higher results than those of GC. The cardiac index, a parameter
which evaluates the heart as a pump, was similar to that of GC. These results
showed that systolic performance of the left ventricle in GEAo was higher or equal to
that of GC during the cardiac remodeling process. Diastolic function in GEAo showed
to early deteriorate in relation to that of GC from the 3™ week after aortic stenosis
induction. In this group, an increase in A wave and a reduction in the E/A ratio as well
as in the E wave deceleration time (TDE) were observed. No significant differences
were observed between the groups, during the whole experimental period, for
parameters of tolerance to effort. The absence of alterations in tolerance to physical
effort in this study was not due to the test’s inability or to lack of sensitivity of the
variables analyzed. The cardiac remodeling phase and the level of ventricular



dysfunction seem to have been the major determinants for the observed results. In
conclusion, the data in this study show that the animals with supravalvar aortic
stenosis evaluated for 18 weeks presented: 1) cardiac morphological alterations
indicating concentric hypertrophia; 2) early diastolic dysfunction in the left ventricle;
3) improvement or preservation of the systolic function in the left ventricle in relation
to that of the control group; 4) deterioration of the systolic performance during the
ventricular remodeling process; 5) alterations in ventricular function not leading to a

decrease in exercise tolerance.



21

1 - INTRODUGAO

O termo remodelacédo cardiaca (RC) vem sendo utilizado largamente na
literatura e pode ser definido como modificacdes de expressao génica, moleculares,
celulares ou intersticiais que se manifestam clinicamente, com alteracées de
tamanho, da forma e da funcéo do coracao, ap6s uma agressao (Cohn et al., 2000).

A RC é um importante mecanismo adaptativo que ocorre em resposta a
sobrecarga hemodinamica crénica e permite o coragdo manter suas funcoes basicas
em vigéncia de aumento das condi¢des de carga (Cicogna et al., 2000; Olivetti et al.,
2000; Zornoff et al., 2002; Gongalves et al., 2005). Entretanto, a RC constitui um
importante fator de risco para o desenvolvimento de disfuncao ventricular e
insuficiéncia cardiaca (Kaplan, 2001).

Diversos modelos experimentais tém sido propostos para o estudo da
RC por sobrecarga pressorica. Entre eles, destacam-se a inducdo de estenose de
artéria renal (Okoshi et al., 1997) e de aorta abdominal (Bregagnollo et al., 1986;
Rossi & Peres, 1992; Rodrigues et al., 1992) ou toracica (Weinberg et al., 1994), ou
mesmo o desenvolvimento de animais geneticamente modificados, como o rato
espontaneamente hipertenso (Cicogna et al., 1999). No entanto, muitos desses
modelos animais representam limitacbes para seu uso em trabalhos experimentais.
Por exemplo, a inducao de estenose de artéria renal ou de aorta abdominal, em
ratos, além de acarretar hipertensdo arterial sistémica e hipertrofia ventricular
esquerda, pode também promover importante ativacdo do sistema nervoso
adrenérgico e do sistema renina-angiotensina-aldosterona (Hirsch et al., 1991;
Ratajska et al., 1994; Kabour et al., 1995). A intensa ativagcdo neurohormonal esta
associada a ocorréncia de importantes lesées cardiacas, como necrose miocardica,
peri-arterite e fibrose reparativa (Rodrigues et al., 1992; Okoshi et al., 1997). Desta
maneira, estes modelos podem ser muito agressivos ao miocardio e, portanto, pouco
representativos de lesdes que se desenvolvem, gradualmente, em humanos com
sobrecarga pressorica crbnica. Por outro lado, os ratos espontaneamente
hipertensos desenvolvem aumento gradual da pressao arterial sistémica a partir de
um més de idade e, aos trés meses, ja apresentam estabelecida hipertrofia
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ventricular esquerda (Cicogna et al., 1999). Entretanto, esses ratos exibem longo
periodo de hipertrofia miocardica estavel, sem desenvolver insuficiéncia cardiaca,
que ocorre, em geral, somente a partir de 20 meses de idade (Bing et al., 1995;
Cicogna et al., 1997 e 1999). Portanto, embora nesse modelo as alteragdes sejam
semelhantes as que ocorrem na cardiopatia hipertensiva humana (Bing et al., 1995),
hd um custo muito elevado para os estudos de prevencdo e tratamento de
insuficiéncia cardiaca, porque os animais tém que ser mantidos em biotério por
longo periodo de tempo.

Mais recentemente, o0 modelo de estenose aobrtica supravalvar tem sido
utilizado para promover o desenvolvimento gradual de hipertrofia ventricular
esquerda em ratos jovens (Weinberg et al., 1994; Bruckschlegel et al., 1995; Litwin
et al.,, 1995; Turcani & Rupp, 1998; Condorelli et al., 1999; Schunkert et al., 1999).
Neste modelo, admite-se que quando a constricdo adrtica é realizada em ratos
jovens, a sobrecarga pressérica inicialmente €& leve, acentuando-se
progressivamente a medida que o0s animais crescem, assemelhando-se,
parcialmente a estenose adrtica no homem (Mestrinel, 2003). As vantagens deste
modelo experimental sdo: o desenvolvimento gradual de hipertrofia ventricular
esquerda, a auséncia de severas lesbes anatbmicas no miocardio € o baixo custo
para manter os animais devido ao curto periodo necessario para o desenvolvimento
de hipertrofia ventricular esquerda e insuficiéncia cardiaca. Precocemente os ratos
desenvolvem hipertrofia ventricular esquerda que esta associada, em curto prazo,
disfuncao diastdlica e melhoria da funcao sistélica do coragdo. A partir da 202
semana, apés a inducao da estenose aortica, ocorre deterioracdo do desempenho
sistolico do coragao e desenvolvimento do quadro clinico de insuficiéncia cardiaca
(Weinberg et al., 1994; Bregagnollo et al., 2001; Moreira et al., 2006).

Em nosso laboratério, experimentos tém sido realizados com estenose
aodrtica supravalvar (EA0), com a finalidade de avaliar aspectos morfo-funcionais do
coracao em diferentes periodos do processo de remodelagéo, inclusive no momento
da constatacdo de sinais clinicos de insuficiéncia cardiaca. Assim, Ribeiro et al.
(2003) e Okoshi et al. (2004), utilizando o ecocardiograma (ECO), nao constataram
sinais de disfuncdo diastdlica em ratos com seis e oito semanas de EAo,
respectivamente. Ribeiro et al. (2003) detectaram disfuncédo diastélica ap6s 12
semanas e sistélica apds 21 semanas de EAo. Bregagnollo et al. (2005) mostraram,

por estudo hemodinamico, que ratos com seis semanas de EAo apresentaram
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aumento significante na pressao diastélica final do ventriculo esquerdo. Gongalves
et al. (2005) embora ndao encontrassem sinais de disfuncao diastélica, verificaram
aumento significante do atrio esquerdo em ratos com seis semanas de EAo por
ecocardiograma. Esse aumento atrial poderia ser sinal de disfuncao diastolica nao
detectada pela avaliacdo ecocardiografica. Carvalho et al. (2003) observaram,
empregando técnicas de biologia molecular, alteragdes no fenétipo da musculatura
esquelética dos ratos apos 12 e 18 semanas de EAo, embora esses animais nao

apresentassem sinais de insuficiéncia cardiaca.

Os resultados dos trabalhos citados anteriormente mostram que a uUnica
metodologia que detectou precocemente disfuncado ventricular na estenose aértica
supravalvar foi o estudo hemodinamico, método invasivo e inadequado para estudos
sequenciais de longa duracdo. Esse fato mostra a necessidade de utilizacao de uma
técnica mais adequada para a identificacdo precoce da disfungao ventricular in vivo
durante o processo de evolugédo temporal da remodelacao cardiaca.

O teste de esforco fisico (TE) € um dos exames nao invasivos mais
usados para avaliar pacientes com doenca cardiovascular, sendo capaz de detectar
anormalidades cardiacas ndo observaveis no repouso. O TE impbde ao paciente
estresse fisico programado e personalizado, podendo avaliar a resposta clinica,
hemodinamica, eletrocardiografica, ecocardiografica e/ou metabdlica ao esforco
(Sharma et al., 2001; Chalela & Moffa, 2005). O TE, como medida da capacidade
funcional, pode ser um simples teste da distancia percorrida em determinado tempo
ou um teste incremental, com a utilizacdo de bicicleta estacionaria ou esteira
ergométrica (Fewell et al., 1997; Zuwallack, 2000; Chalela & Moffa, 2005).

A avaliagdo da capacidade funcional durante a realizagdo de um teste de
esforgo fisico pode servir como medida normativa da aptidao cardiorrespiratéria e da
capacidade aerdbica, sendo a determinacdo do consumo maximo de oxigénio
(VO2.max) considerado o padrdao ouro. No entanto, a determinacdo do VO.max.
necessita de equipamentos sofisticados, de custos elevados e técnicos
especializados. Esse fato levou os pesquisadores a buscarem novas alternativas de
avaliacao da capacidade funcional, como o tempo de exaustdo, velocidade maxima
de corrida e limiar anaerdbico (Hussain et al., 2001; Brum et al., 2002; Bayat et al.,
2002; Koh et al., 2003).



24

A alternativa mais amplamente utilizada em estudos clinicos
(Wasserman & Mcliroy, 1964; Wasserman, 1987; Barthélémy et al., 1996; Maraes et
al., 2003) e experimentais (Bech et al., 1989 e 1990; Langfort et al., 1996; Voltarelli
et al., 2002 e 2004; Vieira, 2004; Carvalho et al.,, 2005) € a medida do limiar
anaeroébico. Limiar anaerdbico é definido como intensidade de trabalho durante
exercicio incremental, acima do qual a producdo de energia aerbbica €
suplementada por mecanismos anaerdbicos, causando aumento no lactato
sanguineo e acidose metabdlica. Pode ser medido diretamente pela concentracao
de lactato no sangue, denominado limiar de lactato (Wasserman, 1987). Animais de
laboratério, como os ratos, apresentam comportamento do lactato similar aos
humanos durante teste incremental (Pilis et al. 1993; Gobatto et al., 2001; Voltarelli
et al., 2002; Bilat et al., 2003). O limiar anaerdbico € utilizado como uma medida
direta da carga de trabalho em que o sistema cardiovascular comeca a limitar a
oferta de oxigénio aos tecidos (Maraes et al., 2003), ocorrendo precocemente em
portadores de disfuncao ventricular (Serra, 1997). Em cardiopatas, também as
alteracoes presentes na musculatura esquelética poderiam acarretar reducéao do
metabolismo aerébico, com aumento na producao de lactato (Sullivan et al., 1990;
Barthélémy et al., 1996). Estas modificacdes na oferta de oxigénio tecidual e na
musculatura esquelética poderiam contribuir para a diminuicdo da capacidade
funcional, podendo ser detectada por meio do limiar anaerébico (Bech et al., 1989;
Amaral & Michelini, 2004).

A experiéncia advinda do acompanhamento laboratorial dos ratos com
EAo em nosso grupo tem mostrado que, baseado em sinais clinicos observaveis em
repouso, é impossivel se determinar precocemente a disfuncao ventricular esquerda
(Moreira et al, 2006). O primeiro sinal clinico sugestivo, a taquipnéia, esta
geralmente associado a outras importantes alteracbes anatomo-patoldgicas,
resultantes de grave depressao ventricular. Portanto, pesquisadores que necessitam
utilizar animais com sinais precoces de disfungdo cardiaca nao deveriam utilizar a
taquipnéia como indicativo da presenca de disfuncao cardiaca leve.

Em razdo de, em estudos que analisam a relagdo remodelacao cardiaca
e estenose adrtica supravalvar: 1) ser importante a deteccéo precoce da disfuncéo
ventricular; 2) o método hemodinamico ser o ideal para detectar esta disfungéo,
porém inadequado para estudos sequienciais; 3) a taquipnéia, sinal clinico,
manifestar-se, geralmente, quando ha deterioragdo cardiaca grave e 4) nao estar



25

estabelecida a relagédo entre a capacidade funcional e a funcéo ventricular, torna-se
necessario identificar se o(s) primeiro(s) sinal(is) de intolerancia ao esforgo fisico

esta(ao) relacionado(s) a disfuncao ventricular.
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2 — OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos avaliar em diferentes periodos, 3, 6,

12 e 18 semanas, pés-inducao de estenose aodrtica supravalvar em ratos a:

1. funcdo do ventriculo esquerdo em repouso e as alteracoes morfolégicas
cardiacas por meio do ecocardiograma;

2. tolerancia ao esforcgo fisico, em teste incremental em esteira, estimada por
meio do tempo total de esforco, das velocidades do limiar de lactato e da
exaustao e das concentracdes de lactato no limiar e na exaustao;

3. relacao entre a tolerancia ao esforco fisico e a fungao cardiaca determinada

em repouso.
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3 - HIPOTESES

Durante o processo de remodelacdo cardiaca pos estenose aodrtica

supravalvar:

« ha depressao da funcdo ventricular esquerda e acentuacdo das alteracoes
morfoldgicas cardiacas;
« ha deterioracdo da tolerancia ao esforco fisico, que precede a disfuncao

ventricular determinada, em repouso, por meio do ecocardiograma.



28

4 - METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais deste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP, em 19/10/2005 sob n® 506/2005.

4.1 - ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para a realizacao deste trabalho foram utilizados 37 ratos Wistar, jovens,
machos provenientes do Biotério da Clinica Médica da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP, divididos em dois grupos: controle operado (GC, n=13) e
estenose aortica supravalvar (GEAo, n=24). O GEAo foi submetido a cirurgia com
implantacdo de um clipe na artéria aorta para a indugdo da estenose adrtica
supravalvar. O GC foi submetido a mesma cirurgia, porém sem a implantacdo do
clipe. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com cinco ratos por caixa,
temperatura ambiente controlada a 23°C, ciclos de luminosidade de 12 horas e
alimentados com ragédo padrao Purina® e agua ad libitum.

Os animais de ambos os grupos foram avaliados 3, 6, 12 e 18 semanas
apds a cirurgia (Figura 1). Justifica-se a escolha destes periodos por serem
intervalos razoaveis para a observacao de alteracées morfologicas e funcionais em
ratos no modelo de estenose adrtica supravalvar. Estes periodos antecedem a
instalacdo da insuficiéncia cardiaca, que ocorre, de maneira geral, a partir da 202
semana (Monken et al., 2003; Ribeiro et al., 2003; Boluyt et al., 2005; Moreira et al.,
2006).

No final do periodo experimental procurou-se identificar sinais de
insuficiéncia cardiaca, sendo considerados como critérios de exclusdo a presenca
de taquipnéia associada a um dos seguintes sinais: edema, ascite, derrame pleuro-
pericardico, trombo em atrio esquerdo e hipertrofia do ventriculo direito (Cicogna et
al., 1999).

Em funcdo dos ratos terem habitos noturnos (Refinetti, 2006) e sua
maior resposta ao esforco ocorrer em sua fase ativa do ciclo circadiano (American,
2006), os animais foram submetidos ao ciclo de luz invertido, sendo o escuro das
10:00 h as 22:00 h e o claro das 22:00 h as 10:00 h. Todos os procedimentos foram



29

realizados no ciclo escuro, com o auxilio de iluminacao fluorescente vermelha, cuja
emissao de onda, por ser longa, ndo é percebida pelos animais (Hofstetter et al.,
2005). Foram respeitadas duas semanas para adaptacao ao fotoperiodo (Guimaraes
et al., 2005).

Apbés o periodo experimental de 18 semanas, os animais foram
anestesiados com pentobarbital sddico intraperitonial, 50 mg/kg, e sacrificados por
decapitacdo. O térax foi aberto, o coracdo removido, os atrios dissecados, a
musculatura ventricular dividida em parede livre do ventriculo direito e massa

muscular do ventriculo esquerdo, incluindo o septo.

0 2 3 5 6 11 12 17 18 Sem
| | | | | | | | |
EAo A TE A TE A TE A TE
ECO ECO ECO ECO/Sacr

Figura 1 — Desenho esquematico do protocolo experimental. Sem: semanas; EAo:
cirurgia de EAo ou simulagéo da cirurgia no GC; A: adaptacao a esteira;
TE: teste de esforco; ECO: avaliacao ecocardiografica; Sacr: sacrificio.

4.2 - INDUCAO DE ESTENOSE AORTICA SUPRAVALVAR

A estenose adrtica supravalvar foi induzida de acordo com o método
previamente descrito em nosso laboratério (Carvalho et al., 2003; Bregagnollo et al.,
2005; Goncgalves et al., 2005). Os animais com trés a quatro semanas de vida e
pesando de 70 a 90 g, apds anestesia com cloridrato de ketamina (60 mg/kg) e
cloridrato de xilidino (10 mg/kg) intraperitonial, foram submetidos a toracotomia
mediana, a aorta ascendente dissecada e um clipe de prata, com 0,6 mm de
didmetro interno, colocado, aproximadamente a 3 mm da sua raiz. A parede toracica
foi fechada, sendo o esterno, as camadas musculares e a pele suturados com fio
mononylon 5.0. Durante a cirurgia, os animais receberam intraperitonealmente 1 ml
de soro fisiolégico aquecido e foram ventilados manualmente com pressao positiva,
oxigénio a 100%. Concluido o ato cirargico, os ratos foram colocados em superficie
aquecida até retornarem da anestesia. Os animais do GC foram submetidos a
mesma cirurgia, mas sem a colocagao do clipe.
4.3 - TESTE DE ESFORCO FISICO
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O teste de esforgo fisico foi realizado em uma esteira rolante para ratos
construida pelo CTEC (Centro Tecnologico e Engenharia Clinica — Nucleo de
Botucatu — UNESP). A esteira foi confeccionada com chapas de aco, inversor de
frequéncia marca WEG, modelo CFW 08, contendo cinco raias individuais (Figuras 2
e 3). O protocolo do teste intervalado e multiestagios utilizado foi adaptado do
descrito previamente por Carvalho ef al. (2005). Cada animal realizava o teste
isoladamente. O teste foi iniciado com aquecimento dos ratos por 5 min a uma
velocidade de 5 m/min. Ap6s 1 min de recuperacao passiva, o animal foi submetido
a um esforco progressivo com velocidade inicial de 6 m/min e incrementos de 3
m/min a cada 3 minutos. O protocolo foi finalizado quando o animal atingia a
exaustdo, determinada quando se recusava a correr mesmo sob estimulagdo sonora
ou quando a coordenacao entre as passadas se apresentava dificultada. Entre cada
aumento de carga, o animal era retirado manualmente da esteira por um minuto para
coleta sanguinea (Bech et al., 1990). A representacao esquematica do protocolo do
teste € mostrada na Figura 4. Para familiarizacdo com o protocolo experimental, os
ratos foram submetidos a um periodo de adaptagdo, caminhando por 5 minutos, a
uma velocidade de 5 m/min, diariamente, durante uma semana antes da realizagédo
de cada teste. O teste de esforco fisico foi realizado 3, 6, 12 e 18 semanas pos-

cirurgia nos grupos GC e GEAo.

4.4 - AVALIACAO DA TOLERANCIA AO ESFORCO FISICO

A tolerancia ao esforco fisico foi avaliada pelos seguintes parametros:
velocidade da esteira correspondente ao limiar de lactato (VLL), velocidade do
estagio onde foi atingida a exaustdo (VEx), tempo total do teste (TTT) e as
concentragdes de lactato correspondentes ao limiar de lactato ([LAC]..) e ao final

estagio da exaustao ([LAC]ex).
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Figura 3 - Esteira para ratos. Detalhe das raias
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Figura 4 — Representacao esquematica do teste incremental até exaustao (adaptado
CARVALHO et al., 2005)
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4.4.1 - Determinacao do limiar de lactato

O limiar de lactato foi definido como intensidade de exercicio associada
ao aumento substancial na concentracao do lactato sanguineo durante o teste de
esforco incremental (Svedahl & Macintosh, 2003). Para a sua determinagéao foram
coletadas amostras de 25 ul de sangue da cauda do animal, no repouso e entre
cada aumento de carga. A coleta foi realizada com o auxilio de uma Iamina de vidro,
25x75x1mm, para microscopio (Sigma Chemical Company® — USA, modelo
Techware S 8902) e uma micro pipeta digital, 20 a 200 ul, (Nichiryo Co.® — Japao,
modelo Nichipet NPX 200) com ponteira descartavel, trocada entre as coletas.O
sangue coletado era imediatamente armazenado em tubo com tampa tipo Eppendorf
de 1,5 ml.

Este tubo continha 50 pl de fluoreto de sbédio a 1%, composto
anticoagulante e inibidor da enzima enolase, cuja finalidade era interromper a
atividade glicolitica da amostra de sangue. As amostras eram mantidas refrigeradas
durante o periodo de coleta e em seguida armazenadas em freezer, até sua
utilizacdo. A concentracado de lactato foi determinada pelo método eletro-enzimatico
com o uso de um lactimetro, marca Yellow Springs Instruments®, 1500 Sport — USA,
pertencente ao Laboratério de Fisiologia do Exercicio - Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas (DCF) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). O aparelho era
previamente calibrado segundo padrao indicado pelo fabricante.

A determinacéao do limiar de lactato foi feita por meio da plotagem grafica
das concentracdes de lactato versus a velocidade dos estagios. O ponto da curva
onde ocorreu quebra da linearidade em funcdo do aumento da velocidade,
estabelecido por inspecao visual, foi considerado o limiar de lactato. A velocidade
correspondente a esse ponto foi considerada como a velocidade do limiar de lactato
(VLL). A concentracao de lactato, em milimoles por litro (mmol/L), referente a este
ponto foi considerada ([LAC]..). A analise dos graficos foi feita por dois avaliadores
experientes, observando-se uma concordancia inter-observador de 96 %. Quando
ocorreu discordancia entre os avaliadores a respeito do ponto do LL, considerou-se
a média dos valores indicados por cada avaliador. A plotagem grafica dos resultados
de um dos animais é apresentada na Figura 5. Os resultados do VLL séao
apresentados em metros por minuto (m/min) e da ([LACJ]ex) em milimoles por litro

(mmol/L).
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Figura 5 - Grafico das concentracdes de lactato em funcdo do aumento de
carga de um animal do GEAo. Indicacao do ponto de quebra da linearidade
da concentracao de lactato (limiar de lactato). AQUEC: aguecimento

4.4.2 - Determinacdaoc da velocidade de exaustao, concentracao
de lactato na exaustao e tempo total do teste

A velocidade de exaustdo (VEx) foi a velocidade do estagio, durante o
teste incremental, em que o rato apresentava—se extenuado, se recusando a correr
ou ndo mantendo suas passadas coordenadas, mesmo sob estimulagdo sonora. A
concentracado de lactato referente a este ponto foi definida como a concentracéo de
lactato na exaustdo ([LACJex). O tempo total do teste (TTT) foi determinado pelo
tempo entre o estagio inicial e 0 momento da exaustdo. Os tempos dos intervalos
entre os estagios ndao foram considerados. Os resultados do VEx e TTT sao
apresentados em metros por minuto (m/min) e segundos (seg), respectivamente. A

[LAC]ex € apresentada em mmol/L.

4.5 - AVALIACAO ECOCARDIOGRAFICA

A funcédo e estrutura do coracdo foram avaliadas pelo ecocardiograma
(Paiva et al., 2003; Bregagnollo et al.,, 2006). Os animais foram anestesiados com
cloridrato de ketamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilidino (1 mg/kg) por via
intraperitonial. Apés tricotomia da regido anterior do térax, os animais foram
posicionados em decubito lateral esquerdo para realizagdo do ecocardiograma com

o ecocardiografo Philips®, modelo HDI 5000, equipado com transdutor eletrénico de
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12 MHz. As estruturas cardiacas foram medidas utilizando-se imagens em modo-M
com o feixe de ultra-som orientado pela imagem bidimensional com o transdutor na
posicdo paraesternal eixo menor. A imagem monodimensional do ventriculo
esquerdo foi obtida posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva
mitral entre os musculos papilares (Litwin et al., 1995). As imagens da aorta (AO) e
do atrio esquerdo (AE) também foram obtidas na posicao paraesternal eixo menor
com o cursor do modo-M posicionado ao nivel da valva adrtica. O registro da
imagem monodimensional foi realizado por meio da impressora modelo UP-895MD
da Sony Co.® Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas manualmente
com o auxilio de um paquimetro em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos
consecutivos. O diametro diastolico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a espessura
diastélica da parede posterior do VE (EDPP) e do septo intraventricular (EDSIV)
foram medidos no momento correspondente ao didmetro maximo da cavidade. O
didmetro sistélico do VE (DSVE) e a espessura sistélica da parede posterior do VE
(ESPP) e septo intraventricular (ESSIV) foram medidos no momento correspondente
ao diametro minimo da cavidade.

A MASSA VE foi calculada aplicando-se a seguinte féormula (Pawlush et
al., 1993): [(DDVE + EDPP + EDSIV)® - DDVE?®] x 1,04, onde 1,04 representa a
densidade especifica do miocérdio. O indice de massa do VE foi obtido
normalizando-se a massa do VE pelo peso corporal (MASSA VE/PC). Para a
obtencdo da espessura relativa da parede do VE (ERelVE), o valor da espessura
diastélica da parede posterior foi dividida pelo valor do diametro diastélico do VE
(EDPP/DDVE).

A funcéo sistolica do VE foi avaliada calculando-se a porcentagem de
encurtamento do endocardio, AD endo ([(DDVE - DSVE) / DDVE X 100]),
porcentagem de encurtamento mesocardico, AD meso ({{(DDVE + 2 EDPP + 2
EDSIV) — (DSVE + 2 ESPP + 2 ESSIV)] / (DDVE + 2 EDPP + 2 EDSIV)}), a
velocidade de encurtamento da parede posterior do VE, VEPP (tangente maxima do
movimento sistélico da parede posterior) e pelo célculo do débito cardiaco (DC).
Este ultimo calculado utilizando a seguinte férmula: [([DDVE?2 - DSVES) x frequéncia
cardiaca]. O INDICE CARDIACO foi determinado pelo calculo da relagdo do débito

cardiaco com o peso corpora (DC/PC).
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No estudo da funcdo diastélica do VE foram medidos os picos das
velocidades do fluxo transvalvar mitral correspondentes as fases de enchimento
inicial (onda E) e tardia, esta ultima consequiente a contracéo atrial (onda A). Foram
também calculados a relacdo onda E e onda A (E/A) e os tempos de desaceleracao
da onda E (TDE) e de relaxamento isovolumétrico do VE (TRIV).

Para a obtengdo dos fluxos relacionados a funcado diastélica, o
transdutor, operando em 5MHz, foi posicionado na regido correspondente a ponta do
coracdo na imagem denominada quatro camaras. O TRIV foi obtido na imagem
denominada cinco cadmaras. As medidas de velocidade e tempo dos fluxos
transvalvar mitral foram realizadas no monitor do ecocardiografo.

O ecocardiograma foi realizado 3, 6, 12 e 18 semanas apds a
realizacao do ato cirurgico, dois dias apos a realizacao do teste de esteira.

4.6 - ANALISE MORFOLOGICA

As variaveis morfolégicas para caracterizar os animais foram: peso
corporal final (PC), peso do ventriculo esquerdo (VE), relacdo entre peso do VE e
peso corporal final (VE/PC), peso do ventriculo direito (VD), relagdo entre o peso do
VD e o peso corporal final (VD/PC) e peso total dos atrios (ATs) e relagdo entre o
peso do ATs e o peso corporal final (ATs/PC).

4.7 - DETERMINACAO DO TEOR DE AGUA TECIDUAL

O teor de agua tecidual, determinado pelas relagdes entre peso Umido
(PU) e peso seco (PS), foi avaliado nos ventriculos esquerdo (VE) e direito (VD),
atrios (ATs) e fragmentos de figado e pulmado. A determinacao do PU e PS foi
realizada em balanca analitica Gehara®, modelo BG 200, carga maxima 210 g e
divisdo de 0,001 g. A pesagem foi realizada depois da retirada do excesso do liquido
aderente aos tecidos e a segunda, ap6s manté-los em estufa para esterilizacao
marca Kamp®, regulada para 70°C por 48h para desidratacdo. A seguir, realizou-se

o calculo da relagédo PU/PS.

4.8 - ANALISE ESTATISTICA
Os resultados obtidos sao apresentados por meio de medidas de
posicao e variabilidade, de acordo com a caracteristica de distribuicdo dos dados.
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Os parametros morfologicos e pesos umido e seco foram analisados pelo teste t de
Student, quando a variavel mostrou-se aderente a distribuigio normal de
probabilidade e, pelo teste de Mann-Whitney quando esta caracteristica estava
ausente. Para comparacdes dos grupos no processo evolutivo, utilizou-se o método
de analise de varidancia de medidas repetidas em dois grupos independentes
complementado pelo procedimento de comparacao multipla de Bonferroni. Para as
variaveis velocidade de exaustao (VEX), velocidade do limiar de lactato (VLL) e onda
A, o procedimento estatistico considerou a técnica ndo paramétrica e para as outras
variaveis, a técnica paramétrica (Zar, 1999). Em todos os testes fixou-se em 5%
(p<0,05) o nivel de significancia. Os graficos apresentam os resultados em média e
erro padrao ou mediana e semi-amplitude total. Os calculos estatisticos foram
realizados com o auxilio do pacote estatistico SigmaStat 3.5 for Windows version
(Copyright® 2006, Systat Software Inc.).
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5 - RESULTADOS

Dos 24 ratos do grupo estenose aodrtica (GEA0), 10 morreram e dois
apresentaram sinais de insuficiéncia cardiaca ao final do experimento, taquipnéia
associada a derrame pleural, trombo em atrio esquerdo e hipertrofia de ventriculo
direito, sendo excluidos do grupo. Dos 13 animais do grupo controle (GC) dois
morreram antes do término do estudo. Assim, os grupos estudados foram
constituidos de 11 animais no GC e 12 no GEAo.

O peso inicial dos ratos que finalizaram o estudo nao diferiu, sendo 8215
g para o GC e 8515 g para o GEAo.

As caracteristicas gerais dos animais ao final do experimento estao
expostas na Tabela 1. O peso do ventriculo esquerdo e atrio total e as relagdes
VE/PC, VD/PC e ATs/PC foram significativamente aumentados no GEAo.

Tabela 1 - Média e desvio padrdao das caracteristicas gerais dos ratos segundo
grupo no final do periodo experimental

GRUPO

VARIAVEL GC (n=11) GEAo (n=12)
PC (g) 492+69 453452
VE (g) 0,8610,13 1,18+0,22*
VD (g) 0,300,07 0,33+0,06
ATs (g) 0,10+0,02 0,17+0,05*
VE/PC (mg/g) 1,7620,11 2,69+0,47*
VD/PC (mg/g) 0,60+0,09 0,73+0,15*
ATs/PC (mg/g) 0,20+0,03 0,39+0,04*

PC: peso corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; ATs: atrios; n: nimero de
animais. Teste t de Student para amostras independentes; * p<0,05 em relagao ao GC.

Nao houve alteracao significativa nas relagdes entre peso Uumido e peso
seco dos ventriculos esquerdo e direito, atrio total e fragmentos de figado e pulmao
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Média e desvio padrdo da relagdo entre o peso Umido e seco dos ratos
segundo grupo no final do periodo experimental

GRUPO
VARIAVEL GC (n=11) GEAo (n=12)
VE 4,03+0,24 4,1340,15
VD 4,05+0,47 4,36+0,41
ATs 4,53+0,50 4,84+0,73
FIGADO* 3,14+0,72 3,2340,44
PULMAO 4,50+0,21 4,47+0,09

VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; ATs: atrios; n: nimero de animais. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os grupos; teste t de Student para amostras independentes; *
medianatsemi-amplitude, teste de Mann-Whitney; p<0,05.

A evolucdo do peso corporal dos animais é apresentada na Figura 6,

onde é possivel observar um peso superior para o GC somente na semana 12.

—e—GC
--#--GEAo

3 6 12 18

Semanas

Figura 6 - Grafico do comportamento da média e erro padrdao do peso corporal
durante o periodo de avaliacdo. * versus GC. ANOVA complementada com o teste
de Bonferroni; p<0,05

A Tabela 3 apresenta a avaliacdo estrutural dos coracdes dos ratos

determinada pelo ecocardiograma durante diferentes fases do processo evolutivo da
remodelacado cardiaca. O indice de massa do VE diminuiu nos animais do GC entre



40

a 62 e 122 semana, ndo se apresentando alterado no GEAo. O GEAo apresentou
aumento significativo nesse indice em relacdo ao GC nos momentos 6, 12 e 18. A
relagdo DDVE/PC, diminuiu significativamente em ambos os grupos entre a 32, 62 e
122 semanas. Nao houve diferengca entre os grupos nos diferentes periodos
avaliados na relacdo DDVE/PC. O diametro sistélico do VE (DSVE) aumentou nas
semanas 6 e 12 em relagdo a 32 semana, no GC. Nos animais do GEAo, o DSVE
aumentou significativamente nas 62, 122 e 182 semanas em relagdo a 3 ? semana,
nao sendo diferente entre a 62 e 122 semanas. Na comparagao entre grupos, o
DSVE se apresentou significativamente diminuido em todos os periodos avaliados

nos animais com estenose aortica.
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Tabela 3 - Média e desvio padrdao do peso e da estrutura cardiaca avaliada pelo
ecocardiograma dos ratos segundo grupo e periodo de avaliacao

PERIODO DE AVALIACAO (semanas)

VARIAVEL GRUPO 3 6 12 18
INDICE GC 3,0240,26aB 2,62+0,36aAB 2,25+0,32aA  2,14+0,32aA
MASSA VE

(g/kg) GEAo 3,46+0,51aA 3,29+0,66bA 3,26+0,58bA  3,01+0,96bA
DDVE/PC GC 31,27+3,64aC 25,33+3,27aB 19,34+2,05aA 17,51+2,32aA
(mm/kg)

GEAo  30,80+5,18aC 24,93+3,01aB 19,99+2,64aA 17,42+2,80aA

DSVE GC 3,67+0,39bA  4,32+0,47bB  4,27+0,45bB 4,20+0,55bAB
(mm)
GEAo 2,3840,64aA 2,98+0,43aB 3,20+0,48aBC 3,50+0,99aC

EDPP GC 1,42+0,11aA 1,42+0,11aA 1,52+0,07aA 1,59+0,10aA
(mm)
GEAo 1,68+0,26bA 1,77+0,18bA 2,04+0,20bB 2,12+0,34bB

EDSIV GC 1,46+0,11aA 1,46+0,11aA 1,56+0,08aA 1,60+0,08aA
(mm)
GEAo 1,70+0,26bA  1,79%0,18bA 2,04+0,21bB  2,12+0,34bB

ERelVE GC 0,19+0,02aA 0,17+0,01aA 0,18+0,01aA  0,19+0,02aA

GEAo 0,25+0,06bB  0,23+0,04bA 0,26+0,03bAB 0,28+0,06bB

AE GC 5,08+0,76aA 5,60+0,62aA 5,76+0,57aA 5,78+0,73aA
(mm)
GEAo 5,41+0,47aA 6,22+0,42bB  6,43+0,64bB 6,43+0,91bB

AE/PC GC 20,86+2,52aC 16,95+2,29aB 13,08+2,76aA 11,83+2,65aA

(mm/kg)
GEAo  24,22+2,73bC 20,40+2,92bB 16,07+2,11bA 14,4312 95bA

AE/AO GC 1,57+0,20aA  1,57+0,19aA 1,53+0,19aA 1,42+0,18aA

GEAo 1,70+0,24aA 1,71+0,17aA 1,69+0,21aA 1,66+0,30bA
PC: peso corporal; DDVE e DSVE: didametros diastélico e sistélico do ventriculo esquerdo; EDPP:
espessura diastélica da parede posterior; ERelVE: espessura relativa do ventriculo esquerdo; EDSIV:
espessura diastélica do septo intraventricular; AO: diametro da aorta; AE: diametro do atrio esquerdo.
Letras minUsculas diferentes indicam diferenca significativa para comparacido de grupos fixado o
momento; letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa para comparagdo de momentos
dentro do grupo; ANOVA complementada com o teste de Bonferroni; p<0,05.
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A espessura diastdlica da parede posterior (EDPP) e do septo
intraventricular (EDSIV), apresentaram comportamento semelhante em ambos os
grupos durante todo o periodo experimental. EDPP e EDSIV apresentaram-se
aumentados nos momentos 12 e 18 em relacdo aos momentos 3 e 6, nos animais
do GEAo. Além disso, esses parametros mostraram-se superiores no GEAo em
todos os momentos em relacdo aos animais do GC. A espessura relativa do VE nao
se alterou entre os periodos no GC. Entretanto, houve diferenca significativa entre
as semanas 6 e 18 no GEAo. Em todos os momentos, o GEAo apresentou ErelVE
superior ao GC. Nao houve variacdao do atrio esquerdo no GC em todos os
momentos. No GEAo o atrio esquerdo foi maior a partir da semana 6, nao sofrendo
posterior variacdo. O atrio esquerdo apresenta valores mais elevados no GEAo do
que no GC a partir da 62 semana. A relacdo AE/PC diminuiu entre a 32, 62 e 122
semanas em ambos os grupos. Esta relacao foi maior no GEAo que o GC em todos
os momentos estudados. Nao houve variacao na relacdo AE/AO entre os diferentes
momentos em ambos os grupos. O grupo GEAo apresentou aumento significativo do
AE/AQ na 122 semana.

A freqUéncia cardiaca e os parametros da avaliagdo funcional sistélica e
diastélica do ventriculo esquerdo dos ratos por ecocardiograma sdo descritos nas
Tabelas 4 e 5, respectivamente.
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Tabela 4 - Média e desvio padrdo da funcao sistélica do ventriculo esquerdo dos
ratos por ecocardiograma segundo grupo e periodo de avaliacao

PERIODO DE AVALIACAO (semanas)

VARIAVEL GRUPO 3 6 12 18
FC GC 328+49aA 311+34aA 284+28aA 327+66aA
(bpm)

GEAo 340+47aA 327+46aA 300+25aA 345+48aA
AD GC 51,66+2,13aA 48,20+4,17aA 50,44+4,17aA  50,35%3,00aA
endo (%)

GEAo 65,41£7,81bC  61,05+5,04bCB  59,8315,74bAB  55,65+9,20bA
AD GC 31,29+2,43aA 29,711£3,51aA 31,08£3,81aA  31,41+2,35aA
meso (%)

GEAo 37,52+5,08bB 37,07+2,64bB  34,60+3,40bAB  31,60+4,75aA
VEPP GC 38,26+4,35aA 39,5743,58aA  42,95+7,70aAB  45,87+5,56bB
(mm/s)

GEAo 38,29+7,72aA 38,97+6,70aA 40,05+8,31aA  39,9419,75aA
DC GC 125,81+21,64aA 156,01+30,67aAB 160,62+32,19aB 185,01+42,44bB
(ml/min)

GEAo  104,45+27,42aA 136,99+29,87aB 142,69+23,52aB 147,84+40,91aB
IND CARD GC 0,52+0,08aB 0,47+0, 09aB 0,36+0,06aA 0,38+0,07aA
(ml/min.g™)

GEAo 0,47+0,15aB 0,45+0,11aB 0,36+0,06aA 0,33+0,09aA

FC: freqUéncia cardiaca; VE: ventriculo esquerdo; AD endo: porcentagem de encurtamento
endocardico; AD meso: porcentagem de encurtamento mesocardico; VEPP: velocidade de
encurtamento da parede posterior; DC: débito cardiaco; IND CARD: indice cardiaco, determinado pela
relagdo DC/PC. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa para comparacao de
grupos fixado o momento; letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa para comparagao
de momentos dentro do grupo; ANOVA complementada com o teste de Bonferroni; p<0,05.

A frequiéncia cardiaca nao diferiu entre grupos e momentos. Nao houve
uma diferenca no AD endocardico e mesocardico em fungdo do tempo no grupo
controle. No GEAo a AD endo diferiu entre a 32, 122 e 182 semanas. A AD meso no
GEAo foi diferente entre a 32 e 182 semanas. As AD endo e meso foi maior no
GEAo em todos os momentos, com excec¢ao da 182 semana em que o AD meso foi

igual em ambos os grupos (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 - Grafico do comportamento da média e erro padrdo da porcentagem de
encurtamento endocéardico (AD endo) durante o periodo de avaliagdo. * versus
GC; # versus semana 3; + versus semana 6; ANOVA complementada com o teste
de Bonferroni; p<0,05
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Figura 8 - Grafico do comportamento da média e erro padrdao da porcentagem de
encurtamento mesocardico (AD meso) durante o periodo de avaliacao. * versus
GC; # versus semana 3 e 6; ANOVA complementada com o teste de Bonferroni;
p<0,05
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A velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP) quando
avaliada intra-grupo, mostrou-se significantemente maior na 182 semana em
relagdo as semanas 3 e 6, no GC e nao alterada no GEAo. Houve significante
reducao do VEPP nos animais do GEAo na 182 semana em relacdo aos animais
controle. O débito cardiaco foi significativamente aumentado nas semanas 12 e
18 em relacdo a semana 3 nos animais do GC e entre as semanas 3 e 6 no
GEAo. Houve diferenca significativa no débito cardiaco entre grupos somente no
ultimo momento avaliado, semana 18. Observou-se uma queda no indice
cardiaco na semana 12 e 18 em relacdo as semanas anteriores, em ambos 0s
grupos (Figura 9).
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Figura 9 - Grafico do comportamento da média e erro padrao do indice cardiaco
durante o periodo de avaliagcao. # versus semanas 3 e 6; ANOVA complementada
com o teste de Bonferroni; p<0,05
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Tabela 5 - Média e desvio padrdao da funcao diastélica do ventriculo esquerdo dos
ratos por ecocardiograma segundo grupo € periodo de avaliacao

PERIODO DE AVALIACAO (semanas)

VARIAVEL GRUPO 3 6 12 18
Onda E GC 90,36+8,31aA 93,00+12,45aA 87,91+13,07aA  79,36+9,87aA
(cm/s) (n=11)
GEAo 96,41+16,25aA 103,00+16,64aA  89,58+12,07aA  88,92+26,69aA
(n=12)
Onda A* GC 49,00+7,50aA 51,00+7,00aA 52,50+9,50aA  51,50+24,50aA
(cm/s) (n=10)

GEAo 72,00+19,50bA 73,00+41,00bA 70,00+17,00bA  88,00+43,50aA
(n=11)

E/A GC 1,82+0,29bB 1,76+0,16bAB 1,741£0,25bAB 1,43+0,36bA
(n=10)
GEAo 1,37+0,25aA 1,32+,0,30aA 1,2810,25aA 1,09+0,54aA
(n=11)
TRIV GC 21,00+3,83aA 22,50+3,78aA 21,70+5,60aA 23,40+4,43aA
(mS) (n=10)
GEAo 18,6714,71aA 18,3315,63aA 245016,11aAB  26,00+11,14aB
(n=12)
GC 51,44+10,88bA 51,1118,02aA 59,10+6,86bA 50,57+,70bA
TDE
(n=10)
(ms)
GEAo 43,74+7,37aAB 48,00+5,02aB 47,83+10,36aAB  35,60+7,82aA
(n=06)

E/A: razdo entre picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contragéo atrial
(onda A) do fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico do VE; TDE: tempo de
desaceleragdo da onda E mitral. Letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa para
comparacao de grupos fixado o0 momento; letras maiusculas diferentes indicam diferenga significativa
para comparagao de momentos dentro do grupo; ANOVA complementada com o teste de Bonferroni;
* mediana e semi-amplitude total, teste de Friedman entre momentos e Mann-Whitney entre grupos;
p<0,05.

As ondas E e A nao apresentaram alteracdes nos diferentes periodos de
avaliacao, nos grupos controle e EAo. Enquanto a onda E foi igual nos dois grupos,
a onda A foi significativamente maior no GEAo do que no GC nas 32 6% e 122
semanas. A relacédo E/A apresentou-se significantemente elevada no GC na semana
3 quando comparada a semana 18. No GEAo nao houve diferenca entre os
momentos. A relacdo E/A mostrou-se superior no GC nos diferentes momentos
avaliados (Figura 10). O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) foi o mesmo
para o GC em todos os momentos. No GEAo foi semelhante nas 122 e 182 semanas;
esta ultima, diferiu das semanas 3 e 6. Nao houve diferenca no TRIV entre os
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grupos em nenhum momento avaliado. O tempo de desaceleracédo da onda E (TDE)
nao foi alterado nos diferentes momentos no GC. No grupo GEAo o TDE
apresentou-se diminuido significativamente na semana 18 em relacdo a semana 6.
O TDE se apresentou diminuido no GEAo nos momentos 3, 12 e 18 em relagdo aos

animais do GC.
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Figura 10 - Gréafico do comportamento da média e erro padrao da relacdo onda E
e onda A (E/A) durante o periodo de avaliacdo. GC: grupo controle (n=10); GEAo:
grupo estenose adrtica (n=11). *versus GC; # versus semana 3; ANOVA
complementada com o teste de Bonferroni; p<0,05

Os resultados da avaliacao da tolerancia ao esforco estdao apresentados
na Tabela 6. Nao se observou diferenca significante na velocidade de exaustdo
(VEXx) durante o periodo de acompanhamento em ambos 0s grupos € nem entre 0s
grupos. Ao consideramos o tempo total de realizacdo do teste (TTT), ndo houve
diferencas entre os momentos ou entre grupos (Figura 11). A velocidade do limiar de
lactato (VLL) ndo se apresentou diferenciada entre momentos quando fixados os
grupos e entre grupos. A concentragdo de lactato na velocidade do limiar de lactato
([LAC]LL) nao foi diferente entre os momentos avaliados no GC, apresentando-se
elevada somente na semana 3 no GEAo (Figura 12). A [LAC].. ndo diferiu entre os
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grupos durante todo o periodo experimental. A concentracdo de lactato no momento
da exaustao ([LAC]ex) ndo foi diferente entre momentos ou grupos (Figura 13).

Tabela 6 - Média e desvio padrao dos parametros de tolerancia ao esforco dos ratos
durante teste incremental em esteira segundo grupo e periodo de avaliacao

PERIODO DE AVALIACAO (semanas)

VARIAVEL GRUPO 3 6 12 18
VEX' GC 15,04£3,0aA 15,0+3,0aA 15,0£3,0aA 15,0£3,0aA
(m/min)

GEAo 15,0£3,0aA 15,0+1,5aA 13,5£3,0aA 15,0+4,5aA
TTT GC 657+120aA 680+151aA 674+148aA 694+132aA
(seg)

GEAo 612+120aA 580+107aA 582+114aA 609+116aA
VLL GC 9,0+1,5aA 9,0+4,5aA 9,0+4,5aA 12,0+4,5aA
(m/min)

GEAo 9,0+3,0aA 9,0+3,0aA 9,0+3,0aA 9,0+4,5aA
[LAC]LL GC 1,85+0,54aA 1,59+0,34aA 1,50+0,33aA 1,71+0,44aA
(mmol/L)

GEAo 2,15+0,95aB 1,43+0,38aA 1,35+0,21aA  1,50+0,37aA
[LAClex GC 3,48+0,73aA 3,74+1,63aA 3,33+0,89aA 3,70+1,37aA
(mmol/L)

GEAo 3,68%0,70aA 4,27+1 51aA 3,37+0,84aA  3,89+1,56aA

VEXx: velocidade do estagio de exaustdo; TTT: tempo total do teste; VLL: velocidade do limiar de
lactato; [LAC]..: concentracao de lactato na velocidade do limiar de lactato; [LAC]ex: concentragdo de
lactato na exaustao. Letras minlsculas diferentes indicam diferenca significativa para comparacao de
grupos fixado o momento; letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa para comparagao
de momentos dentro do grupo; ANOVA complementada com o teste de Bonferroni; * medianatsemi-
amplitude; teste de Friedman entre momentos e Mann-Whitney entre grupos; p<0,05.
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Figura 11 - Grafico do comportamento da média e erro padrao do tempo total do
teste incremental em esteira em ratos nos diferentes periodos de avaliagéo.
ANOVA complementada com o teste de Bonferroni
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Figura 12 - Grafico do comportamento da média e erro padrao da concentracao de
lactato no limiar ([LAC].L) em teste incremental em esteira em ratos nos diferentes
periodos de avaliacdo. # versus semana 3; ANOVA complementada com o teste de
Bonferroni; p<0,05
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Figura 13 — Grafico do comportamento da média e erro padrdao da concentracao de
lactato no momento da exaustao ([LAC]ex) em teste incremental em esteira em ratos

nos diferentes periodos de avaliaggo. ANOVA complementada com o teste de
Bonferroni
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5 — DISCUSSZAO

Neste estudo foi avaliada a tolerancia ao esforco fisico e a funcao
cardiaca durante o processo de remodelagdo cardiaca em ratos submetidos a
estenose aortica supravalvar. O resultado do experimento mostra que a mortalidade
no GEAo durante o periodo observacional foi de 41,6%, enquanto que no grupo
controle (GC) foi de 15,4%. As mortes no GEAo ocorreram em todos os periodos,
sendo quatro animais até a 32 semana, dois entre a 32 e 62 semanas e quatro apés a
semana 6. No GC as duas mortes ocorreram entre as 62 e 122 semanas de
observacdo. Autores tém verificado, neste modelo experimental, que a maior
mortalidade ocorre entre 6 e 21 semanas (Feldman et al., 1993; Weinberg et al.,
1994). A mortalidade deste estudo estd de acordo com outros trabalhos que,
utiizando o mesmo modelo, observaram taxas de mortalidade de 30 a 49%
(Feldman et al., 1993; Weinberg et al., 1994; Litwin et al., 1995; Mestrinel, 2003;
Bregagnollo et al., 2005). Apesar das causas das mortes ndo terem sido
identificadas neste trabalho, os provaveis mecanismos podem ser: disfungao
ventricular esquerda progressiva, arritmias e isquemia subendocardica (Mestrinel,
2003).

Ao final do periodo de avaliagdo, dos 14 animais do GEAo, dois
(14,28%) apresentaram sinais de insuficiéncia cardiaca, taquipnéia, derrame pleural,
trombo em atrio esquerdo e hipertrofia de ventriculo direito, sendo excluidos deste
experimento.

A remodelacéao cardiaca que ocorre frente a uma agressao, por exemplo,
a estenose adrtica supravalvar, pode acarretar disfungdo ventricular. O principal
critério para o diagnostico dessa disfuncédo, em estudos experimentais, tem sido o
nivel da pressdo final diastdlica do VE, avaliado por método hemodindmico
(Sjaastad et al., 2000). Entretanto, para sua determinacao € necessario canular uma
das artérias carétidas, fato que prejudica os estudos longitudinais. Além disso, a
cateterizagdao do ventriculo esquerdo pode causar danos a valva aértica ou afetar
significativamente a performance cardiaca (Sjaastad et al., 2000).
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O ecocardiograma representa uma alternativa para o estudo da funcao
ventricular e pode oferecer importantes informacdes sobre desempenho cardiaco em
roedores (Sjaastad et al.,, 2000). Ele permite avaliar: 1) a morfologia e funcao do
coracéo (Litwin et al., 1995; Guazzi et al., 2001; Bayat et al., 2002; Paiva et al., 2003;
Bregagnollo et al., 2006 e 2007); 2) a evolucdo da disfuncao cardiaca causada por
diferentes tipos de agressao (Sjaastad et al., 2000; Cantor et al., 2005) e 3) os
efeitos de diferentes intervencdes sobre o coracado (Satoh et al., 2003; Bregagnollo
et al., 2005). E um método versatil, seguro, indolor, ndo invasivo e importante para
andlises seriais (Ono et al., 2002). E um processo que causa menos alteracdes
fisiologicas cardiacas do que técnicas invasivas, como a hemodinadmica (Tanaka et
al., 1996). E amplamente aceito e utilizado para a determinacdo da massa do
ventriculo esquerdo, embora possa superestimar os valores determinados pés-
sacrificio (Cantor et al., 2005).

Os dados ecocardiograficos neste estudo mostraram importantes
alteracoes estruturais cardiacas durante o processo da evolugcdo da remodelacao.
Varios parametros, indicadores de hipertrofia como, EDPP, EDSIV e ERelVE,
apresentaram-se alterados a partir da 32 semana e o INDICE MASSA VE apés a 62
semana. A analise da variavel ERelVE indicou que a estenose adrtica supravalvar
acarretou, precocemente, hipertrofia concéntrica do VE, mantida até o final do
experimento. Esta remodelagédo ventricular foi confirmada pela avaliagao estrutural
cardiaca dos ratos ap6s o sacrificio (Tabela 1).

O desenvolvimento da hipertrofia ventricular esquerda, neste
experimento, foi uma resposta adaptativa a elevacdo da pressao ventricular, desde
que o aumento da espessura da parede e diminuicdo da cavidade pode normalizar o
estresse parietal e, consequentemente, a funcédo ventricular. A hipertrofia
concéntrica € decorrente do aumento do diametro dos midcitos com pouca ou
nenhuma modificacdo no comprimento celular (Grossman et al., 1975 e 1980;
Rakusan, 1998). Concomitantemente observam-se, modificagcbes nas proporcoes
dos componentes intersticiais do miocardio, incluindo acumulo de colageno na
musculatura ventricular (Buccino et al., 1969; Weber et al., 1989). O estimulo para
esta remodelacao cardiaca ocorre por fatores mecéanicos e bioquimicos que agem
nos receptores, canais ibnicos e integrinas presentes na membrana sarcolemal,

sinalizadores bioquimicos citosélicos que desencadeiam aumentada sintese de
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proteinas e alteracdes na expressao génica (Cicogna et al., 2000; Okoshi et al.,
2004).

Os dados estruturais cardiacos deste trabalho, determinados por
ecocardiograma ou pés-sacrificio, estdo de acordo com inumeros trabalhos que
detectaram hipertrofia de ventriculo esquerdo em diferentes fases da remodelacéao
cardiaca pés-inducao de estenose adrtica supravalvar (Weinberg et al., 1994; Litwin
et al, 1995; Ribeiro et al., 2003; Okoshi et al., 2004; Gongalves et al., 2005). Dados
ecocardiograficos da literatura relativos ao DSVE sao discordantes dos nossos
achados, uma vez que nao observaram altera¢des dessa variavel no GEAo, quando
comparado ao GC, apods seis semanas de inducao de EAo (Gongalves et al., 2005;
Bregagnollo et al., 2007). Além da hipertrofia ventricular esquerda, os resultados
mostram que os ratos do GEAo, no momento do sacrificio, apresentavam uma
hipertrofia do ventriculo direito avaliada pela relacdo VD/PC. Desde que nesse
experimento, o diagndstico de insuficiéncia cardiaca foi feito pela associacao de dois
sinais clinico-morfolégicos, descritos anteriormente, o encontro, isolado, do aumento
nessa relagcdao, nao significa que os ratos do GEAo estariam com insuficiéncia
cardiaca. Entretanto, o aumento dos atrios e sua relagdo com o peso corporal
mostram que os ratos, no momento do sacrificio, apresentavam disfuncéo ventricular
esquerda.

A analise da funcgao sistélica do ventriculo esquerdo mostrou melhoria
dos encurtamentos endocardico e mesocardico (AD endo e AD meso), em relagao
ao grupo controle, que deterioraram-se durante o processo de remodelacéo (Figuras
7 e 8). Apesar da piora da funcado sistélica ao longo do tempo, o GEAo ainda
manteve resultados superiores ao GC. O indice cardiaco, parametro que avalia o
coracdo como bomba, mostrou-se igual ao GC (Figura 9). Os resultados mostram
que o desempenho sistélico do ventriculo esquerdo do GEAo foi superior ou igual ao
GC durante todo processo de remodelamento cardiaco.

Nao foram encontrados trabalhos que avaliaram a funcdo sistélica
sequencialmente nos mesmos periodos analisados nesse experimento, 3, 6, 12 e 18
semanas. O resultado observado na 62 semana se assemelha aos de Litwin et al.
(1995), Ribeiro et al. (2003), Goncalves et al. (2005) e Bregagnollo et al. (2005 e
2007) que verificaram melhoria da fungédo sistélica neste periodo. Okoshi et al.
(2004) também constataram aumento do desempenho sistélico ap6s oito semanas
de inducéo de estenose adrtica em ratos.
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A melhoria da funcao sistélica no GEAo em relacdo ao GC, deve estar
relacionada ao desenvolvimento da hipertrofia concéntrica, normalizacdo da tensao
sistolica e manutencado dos limites fisiolégicos do consumo de oxigénio das fibras
miocardicas. A perda progressiva da funcao sistélica pode estar relacionada ao
remodelamento geométrico adverso da cavidade, a alteracbes da composicao do
miocardio, ao comprometimento progressivo da contratilidade ou a combinagao
destes fatores (Boluyt et al, 1994; Cicogna et al., 2000; Boluyt et al., 2005;
Bregagnollo et al., 2007).

Ao contrario da fungédo sistdlica, o desempenho diastélico do GEAo
mostrou-se deteriorado, precocemente, em relacdo ao GC, desde a 32 semana poés-
inducao de estenose adrtica. Neste grupo ocorreu aumento da onda A, reducdo da
relacdo E/A e do tempo de desaceleracao da onda E (TDE).

Os resultados, em relacao a E/A, diferem de Gongalves et al. (2005) que
nao observaram alteracdo nesta relacdo em ratos com seis semanas de EAo.
Também discordam de Litwin et al. (1995), Ribeiro et al. (2003) e Bregagnollo et al.
(2005 e 2007) que verificaram, respectivamente, aumento da relacdo E/A apés 12 e
18, 12 ou 21 semanas de EAo. Essa discrepancia de resultados pode ser devido a
dificuldades técnicas na obtencao de boas imagens para analise do efeito Doppler e
a alta freqUiéncia cardiaca destes animais que funde as ondas E e A dificultando a
mensuracgao da fungao diastdlica (Pritchett et al., 2003; Gelape et al., 2005).

Apesar da inconsisténcia dos resultados em relacao a funcao diastélica
determinada pela E/A, o didmetro do atrio esquerdo, nos trabalhos de Ribeiro et al.
(2003) e Gongalves et al. (2005), mostrou-se significantemente aumentado apds seis
semanas de EAo. Esses dados estdo de acordo com os observados neste trabalho,
em que se constatou aumento do atrio esquerdo, isoladamente ou normalizado pelo
peso corporal, apos a 62 semana. Esta alteracdo no atrio esquerdo reflete disfungéo
diastélica de ventriculo esquerdo, desde que a funcdo sistdlica mostrou-se
melhorada em relacédo ao GC.

O estudo da funcéo diastdlica do VE € de grande importancia, tendo em
vista que as alteracdes no enchimento desta cavidade podem anteceder a disfuncao
sistdlica (Jessup & Brozena, 2003). Atualmente, a forma mais viavel e factivel de
avaliacao da funcado diastdlica € a analise das velocidades do fluxo transmitral,
durante a fase inicial do enchimento diastélico do ventriculo esquerdo, representado

pela onda E, e do enchimento ventricular durante a contracao atrial, expressa pela
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onda A. lgualmente, pode-se obter valores referentes a relacdo E/A, o tempo de
desaceleracao da onda E e o tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) (Soares
et al., 2005). A observagéo de valores menores de onda E e da relagéo E/A, quando
comparados com o grupo controle, sugerem a presenca de disfuncao diastolica
(Mady et al, 1997). Outra forma de determinagdo da severidade da disfuncao
diastélica é a avaliacdo do atrio esquerdo pela ecocardiografia (Sousa, 2006).
Durante a diastole ventricular, o atrio esquerdo € exposto diretamente as pressoes
intraventriculares através da valva mitral aberta. As eventuais elevacbes de
pressdes de enchimento ventricular acarretam aumento do volume e da pressao
atrial (Jessup & Brozena, 2003) e consequiente remodelamento atrial.

A piora da funcdo diastélica observada nesse estudo pode estar
relacionada a alteracbes das propriedades elasticas e a disturbios no manejo do
calcio intracelular. Estudos experimentais tém associado o aumento da rigidez
miocardica na EAo a elevacao da deposicao das fibras colagenas (Jalil et al., 1989;
Boluyt et al., 2005). As alteragdes das proteinas relativas a recaptura de célcio
intracelular, principalmente a bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatico, também
tém sido relacionadas com a disfungéo diastélica na EAo (Boluyt et al., 2005).

Enquanto os dados ecocardiograficos demonstraram disfungéo diastélica
a partir da 32 semana e funcao sistolica preservada ou melhorada, o teste de esforco
fisico ndo detectou qualquer alteracao da capacidade funcional durante o periodo
avaliado. Esse fato pode ser decorrente de: 1) protocolo ndo adequado; 2)
parametros ndo sensiveis para determinar a alteracdes da capacidade funcional e 3)
grau de disfungao ventricular.

O protocolo do teste de esforco incremental proposto no presente
trabalho foi considerado adequado pelos seguintes motivos: i) metodologia
semelhante foi utilizada em outros estudos experimentais (Bayat et al., 2002; Koh et
al., 2003; Carvalho et al., 2005); ii) possibilitou impor aos animais estresse fisico
programado e individualizado; iii) 0 aumento progressivo da carga acarretou quebra
da linearidade na curva de concentragdo de lactato, permitindo a determinacao do
limiar de lactato; iiii) ndo ocorreram mortes durante a realizagdo dos testes ou nos
periodos imediatamente posteriores, indicando, que mesmo sendo um teste maximo,
pode se utilizado no modelo de EAo experimental.

Em relacdo ao item 2, consideramos que os parametros utilizados neste

estudo para avaliar a tolerancia ao esforgo fisico, velocidade de exaustdo (VEXx),
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tempo total do teste (TTT), velocidade do limiar de lactato (VLL), concentracbes de
lactato no limiar ([LAC]..) e na exaustado ([LAC]ex) foram adequados pelas seguintes
razdes: i) varios trabalhos experimentais utilizaram a VLL e/ou a VEx em ratos
normais (Pilis et al.; 1993; Morris et al., 1993; Langfort et al.,1996; Carvalho et al.,
2005; Manchado et al., 2005; Manchado & Gobatto, 2006; Contarteze et al., 2007),
com estenose aodrtica abdominal (Morris et al., 1993) e com infarto do miocardio
(Bech et al., 1989 e 1990); ii) o TTT também foi empregado na avaliagdo da
capacidade funcional de ratos infartados (Koh et al.,, 2003; Rolim et al., 2006). Em
pacientes com estenose adrtica assintomaticos foi considerado um 6timo preditor do
aparecimento de sinais de insuficiéncia cardiaca (Das et al., 2005); iii) a [LAC].. e a
[LAC]ex tém sido utilizadas em estudos experimentais e em seres humanos como
marcador de intensidade de trabalho fisico (Pilis et al., 1993; Langfort et al., 1996;
Gobatto et al., 2001; Billat et al., 2003; Manchado et al., 2005; Manchado & Gobatto,
2006; Contarteze et al., 2007).

Os resultados observados neste trabalho, como referido anteriormente,
mostraram que todos os parametros utilizados para avaliar a tolerancia ao esforgo
fisico ndo mostraram diferencas significativas entre os grupos controle e estenose
adrtica em todas as fases estudadas. O TTT foi o Unico parametro que mostrou forte
tendéncia em estar diminuido nos animais com EAo (0,05<p<0,10).

Nao foram encontrados trabalhos que usaram metodologia semelhante
ao utilizado neste experimento. Outros autores como, Morris et al., (1993), avaliando
ratos com oito semanas apo6s inducdo de estenose adrtica abdominal, néo
observaram diferenca na duracgdo, intensidade e consumo maximo de oxigénio
(VO-.max.) durante teste em esteira, quando comparado ao grupo controle. Bech et
al. (1989), utilizando ratos 1, 3, 7, 9 e 13 semanas apoés infarto do miocardio
observaram reducgéo da capacidade funcional, avaliada pelo limiar de lactato, a partir
da primeira semana, que manteve-se por todo periodo estudado; esses resultados
foram observados em ratos com grandes areas infartadas. Langfort et al. (1996), em
ratos com elevacdo de adrenalina circulante por 6 e 12 horas, verificaram menor
duracao do teste, maior concentracdo de lactato, no limiar e na exaustdao, e menor
velocidade do limiar de lactato do que nos ratos normais. Estudo de Pfeifer et al.
(2001) observou diminuicdo do tempo de teste e das enzimas oxidativas do
gastrocnémico em ratos com infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca, sem, no

entanto, encontrar correlacdo entre as variaveis. Guazzi et al. (2001) verificaram em
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ratos hipertensos reducdo da capacidade funcional, avaliada pelo tempo de
exaustao, entre a 92 e 122 semanas. Bayat et al. (2002), avaliando camundongos, 12
e 18 semanas apdés grande infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca, observaram
que o tempo total de teste e a carga de trabalho de exaustdo diferiram
significativamente do grupo controle, nos dois periodos estudados. Koh et al. (2003)
verificaram em ratos infartados que o tempo de exaustdo, medido em diferentes
periodos, diferiu do controle na 122 semana. Rolim et al. (2006) avaliando ratos com
insuficiéncia cardiaca, também por infarto do miocardio, observaram um tempo de
exaustdo menor no grupo infartado. Os resultados citados acima, nos levam a
concluir que as variadveis utilizadas neste trabalho permitem a deteccdo de
alteracdes na capacidade funcional, principalmente quando ha disfung¢ao ventricular
grave.

Em relacdo ao item 3, a auséncia de alteracdes do teste de esforco no
grupo de animais com EAo poderia estar relacionada com o grau de disfuncéo do
ventriculo esquerdo. Os resultados desse estudo mostram que, embora houvesse
deterioracdo da funcao sistdlica no GEAo durante o processo de remodelacao
(Figuras 7 e 8), ela manteve-se igual ou superior ao GC. Ao contrario da funcao
sistélica, o desempenho diastélico do GEAo mostrou-se deteriorado, precocemente,
em relacdo ao GC, desde a 3% semana pés-inducao de estenose aobrtica. Como
referido anteriormente, em outros estudos da literatura, o teste de esforco detectou
diminuicdo da capacidade funcional na maioria dos animais com disfuncéo
ventricular grave e insuficiéncia cardiaca (Bech et al. 1989; Morris et al., 1993; Koh
et al., 2003; Rolim et al., 2006).

Os mecanismos responsaveis por limitar a capacidade de exercicio nao
tém sido completamente esclarecidos. Alguns dos possiveis fatores seriam
inadequado fluxo para a musculatura esquelética, secundaria a disfuncao sistélica
e/ou diastélica e alteracbes no metabolismo da musculatura periférica (Cuocolo et
al., 1990; Levy et al., 1996; Sumimoto et al., 1999; Guazzi et al., 2001; Ventura-
Clapier et al., 2002; Ritchie & Delbridge, 2006). Desde que nao ocorreu alteragdo na
resposta ao esforgo fisico durante o teste incremental, os fatores citados nao
estavam presentes, ou ndo foram de magnitude suficiente, nos ratos com estenose
aodrtica supravalvar deste estudo. A disfuncao diastélica observada nestes animais
possivelmente nao apresentou consideravel grandeza para prejudicar a funcao
sistdlica durante o teste de esforco incremental. Essa idéia encontra apoio em
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trabalho que mostrou que a intolerancia ao esforco ocorre quando a disfuncéao
diastélica pode acarretar prejuizo da fungao sistélica (Guazzi et al., 2001).

Embora alteracbes na musculatura periférica possam limitar a
capacidade de exercicio, inicialmente, adaptacdes sistémicas poderiam habilitar o
musculo esquelético a extrair mais oxigénio (Tanabe et al., 2002). Este mecanismo,
observado em ratos com estenose adrtica abdominal e infarto do miocardio,
compensaria uma possivel reducédo na funcao cardiaca (Morris et al.,, 1993; Rolim et
al., 2006), mantendo a resposta ao esforco inalterada. Esse fato poderia ter ocorrido
nesse experimento, o que explicaria a preservacao da tolerancia ao esforco, mesmo
em presenca de disfuncao diastdlica.

Assim, podemos inferir que a auséncia de alteracées na tolerancia ao
esforgo fisico nesse trabalho ndo ocorreu em razao da inabilidade do teste ou da
falta de sensibilidade das varidaveis analisadas. A fase de remodelacédo cardiaca em
gque 0s animais se encontravam parece ter sido o principal determinante dos
resultados observados. A realizacdo de novos trabalhos, com ampliagdo do tempo
de observacdo dos animais e estudo dos mecanismos que poderiam interferir na
relacado remodelacao cardiaca/tolerancia ao esforgo torna-se necessaria para melhor

esclarecimento do tema em questao.
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6 — CONCLUSAO

Em conclusdo, os dados deste trabalho mostram que os animais com
estenose aortica supravalvar avaliados durante 18 semanas apresentam: 1)
alteracoes morfolégicas cardiacas indicativas de hipertrofia concéntrica; 2) disfuncao
diastélica precoce do ventriculo esquerdo; 3) melhoria ou preservacao da funcao
sistdlica do ventriculo esquerdo em relacdo ao grupo controle; 4) deterioracédo do
desempenho sistoélico durante o processo de remodelagédo ventricular; 5) alteracées
da funcdo ventricular, ndo acompanhadas da diminuicdo da tolerancia ao esforco
fisico.
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