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RESUMO

AVALIACAO DA CONTRALIDIDADE VENTRICULAR DIREITA 7 E 60 DIAS
APOS INFARTO DO MIOCARDIO EM RATOS COM E SEM INSUFICIENCIA
CARDIACA E MESMA AREA DE INFARTO

A insuficiéncia cardiaca (IC) é a principal causa de mortalidade e morbidade
apo6s o infarto do miocardio (IM). Tem com caracteristicas a redugcédo do débito
cardiaco, o aumento da pressao venosa e o remodelamento cardiaco, o qual
culmina com dano gradual da fung¢ao cardiaca. Frequentemente, a IC esquerda
leva a disfuncdo diastdlica ventricular direita e este evento associa-se ao maior
risco de admissdes hospitalares. Tem sido proposto que a avaliagdo da fungao
ventricular direita propicia um progndstico mais eficiente do desenvolvimento,
evolugdo e instalacdo da IC apds o IM. O objetivo deste estudo foi avaliar a
contratilidade do ventriculo direito (VD) nas fases inicial (1 semana) e tardia (8
semanas) apos IM, em animais que se subdividiram em: infartado com IC
(grupo IC) e sem IC (grupo Inf). Os animais foram anestesiados com mistura
Xilasina (10 mg/Kg) e Quetamina (50 mg/Kg), i.m., e o IM foi induzido
cirurgicamente através da oclus&o da artéria coronariana descendente anterior
esquerda, a 5 mm de sua origem. Apos 1 e 8 semanas os animais foram
anestesiados com uretana (1,2 g/Kg. i.p.), e cateterizados para a realizagéo
das medidas pressoricas intraventricular e arterial. Os registros foram obtidos
através de um transdutor de pressdao modelo TSD 104 A acoplado a um
sistema Biopac MP 100. Tiras do VD foram retiradas e montadas em
preparagao de contragcdo isométrica e nutridas com solugdo de Krebs normal,
mantidas a 30°C, e estimuladas eletricamente (0,5 Hz; 80 mV). Todos os
protocolos foram aprovados pelo comité de ética local CEUA-EMESCAM.
Ambos os grupos tiveram a mesma area de cicatriz de infarto (entre 30 e 45%).
A area de cicatriz ndo se correlacionou com os sinalizadores da IC (pressao
diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDfVE), aumento da razdo peso do
pulm&o e peso corporal (PP/PC) e hipertrofia do VD) nem com a contratilidade
das tiras do VD. A PDfVE estava elevada no grupo IC e inalterada no grupo Inf,
nas fases inicial (IC=15 £ 1*; Inf=5,2 + 0,8; Sham=3,7 + 0,6 mmHg) e tardia do
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IM (IC=16 £ 2,5%; Inf=7,5 + 0,7; Sham=5,2 £ 0,5 mmHg), *P<0,05 ANOVA uma
via, post hoc Tukey. No grupo IC, houve hipertrofia do VD e aumento da razao
PP/PC apenas na fase tardia. O peso corporal foi menor no grupo IC na fase
inicial, mas igual aos grupos sham e Inf na fase tardia. Contudo, houve
correlagcdo negativa entre a forga desenvolvida pelas tiras do VD e o peso
corporal nas fases inicial e tardia apds IM. As respostas inotropicas ao Ca®* e
ao isoproterenol estavam preservadas no grupo IC 1 semana apds IM e
prejudicadas apos 8 semanas. Inversamente, o grupo infartado, sem IC, teve
prejuizo destas respostas na fase inicial e manteve sua funcionalidade normal
na fase tardia. As expressdes das proteinas envolvidas no transiente de Ca®*
(SERCA-2a, fosfolambam total, fosfolambam fosforilada e trocador Na*/Ca?")
nao foram diferentes entres os grupos na fase inicial. Na fase tardia, porém,
houve aumento da expressdo da SERCA-2a e da razdo SERCA/PLB apenas
no grupo Inf. Os resultados apresentados neste estudo demonstram que a
disfuncdo do VD, em ratos com IC, apenas se manifesta tardiamente (2,5 mM
de CaCly: Sham 8 semanas= 157 + 18,4; Inf 8 semanas= 138 + 17,3; IC 8
semanas= 62 + 10,3*#; P<0,05; 10° M de Iso: Sham 8 semanas= 149 # 14; Inf
8 semanas= 137 £ 18,7; IC 8 semanas= 58 t 8,1*# P<0,05) . Sendo assim, na
fase inicial, os animais com IC preservaram a fungao contratil do VD (2,5 mM
de CaCly: Sham 1 semana= 186 + 8,3; Inf 1 semana= 135 £+ 11,7; IC 1
semana= 158 + 13,1*; P<0,05; 10° M de Iso: Sham 1 semana= 145 + 9,9; Inf 1
semana= 108 + 10,8*+; IC 1 semana= 166 + 12 P<0,05). Os animais sem IC
preservaram a funcao contratil na fase tardia, e apresentaram aumento da
expressao da SERCA-2a. A diferenca na capacidade de resposta inotrépica
diante de uma ativagédo B-adrenérgica entre os grupos infarto, com e sem IC,
poderia envolver os mecanismos de upregulation e downregulation dos

receptores (3-adrenérgicos.
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ABSTRACT

RIGHT VENTRICLE CONTRACTILITY ASSESSMENT 7 AND 60 DAYS
AFTER MYOCARDIAL INFARCTION IN RATS WITH OR WITHOUR HEART
FAILURE AND SAME SCAR SIZE

Heart failure (HF) is the major cause of death and morbidity after myocardial
infarction (MI) that can result in reduced cardiac output, increased venous
pressure and cardiac remodeling. Usually, the left ventricle failing causes right
dysfunction being related to greater risk of hospitalization. It has been
suggested that assessment of right ventricle (RV) function is of important value
to prognostic of HF after MI. Therefore, the aim of this study was to assess
right ventricle contractility early (one week) and late phase (eight weeks) after
MI. MI with signal of HF (HF group) and without signal of HF (Inf group) were
compared to a sham-operated group (sham). Wistar male rats were
anaesthetized with Ketamine (50 mg/kg) and Xylazine (5 mg/kg), i.m., and Mi
was induced through left coronary artery ligation at 3 mm of its origin. After 1
and 8 weeks the rats was anaesthetized with urethane (1.2 g/kg i.p.) and a
catheter was inserted into the aorta and left ventricle to pressures
measurements using a pressure transducer (TSD 104A) coupled to a Biopac
MP100 system. Strips from the right ventricle were removed and attached to an
isometric transducer and superfused at 30°C with Krebs solution, stimulated at
0.5 Hz and 80 mV. The experimental protocols were approved by the local
animal ethics committee (CEUA-EMESCAM). Both infarct groups presented
same scar size (Inf 1 week= 32.4 + 3; HF 1 week=33.7 + 2.2; Inf 8 weeks= 26.5
t+ 1.1; HF 8 weeks= 25 + 0.9). The scar size did not have correlation with HF
signals (left ventricle end diastolic pressure (LVEDP), increased lung weight
and body weight ratio (LW/BW) and right ventricle to body weight ratio (RV/BW)
neither with RV contractility. The LVEDP increased in HF group but not in the
Inf group early (1 week: HF=15 + 1*; Inf=5.2 £ 0.8; Sham=3,7 + 0,6 mmHg) and
late after MI (8 weeks: Hf=16 + 2.5%, Inf- 7.5 + 0.7; Sham= 5.2 £ 0.8 mmHg),
*P< 0.05 ANOVA one way, post hoc Tukey. In the HF group LW/BW and
RV/BW ratio was increased in the late phase, but not in the early phase after

MI. The body weight was smaller in the HF group at 1 week, but similar to sham
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and Inf 8 weeks after MI. Therefore, there was a negative correlation between
force development in the RV strips and body weight in both early and late phase
after MI. The inotropic responses to Ca*" and Isoproterenol were preserved in
HF group one week after Ml and reduced at 8 weeks (8 weeks; CaCl, 2.5 mM:
sham= 157 + 18.4; Inf= 138 + 17.3; HF=62 + 10.3 g/g P<0.05; Isoproterenol 10
>M: sham = 149 + 14; Inf = 137 + 18.7; HF = 58 + 8.1 g/g P<0.05). Inversely, in
the Inf group, the positive intropic response was reduced in the early phase and
reduced in the late phase (1 week; CaCl, 2.5 mM: Sham= 186 + 8.3; Inf = 135 +
11.7; HF= 158 + 13.1 g/g; P<0.05; Isoproterenol 10° M: Sham= 145 + 9.9; Inf=
108 + 10.8; HF= 166 + 12 g/g P<0.05). The ca* handling proteins expression
(sarcoplasmatic reticulum calcium pump (SERCA-2a), phosfolamban (PLB
total), PLB phosphorylated and Na*/Ca®* exchange) were not different among
the groups in the early phase. But, in the late phase there was a SERCA-2a
overexpression and an higher SERCA/PLB ratio just in the Inf group. In
conclusion, the scar size did not correlate with HF signals neither with RV
contractility. The RV dysfunction was found in the late phase after Ml in rats
with HF. However, the rats with HF maintain the RV function in early phase after
MI. The infarct rats without HF maintained the RV contractility and increase
SERCA-2a expression in the late phase after MIl. The different inotropic B-
adrenergic response between the groups with and without HF could be induced
by different mechanisms involving upregulation and downregulation of the -
receptors during the early and late phase after MI.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Insuficiéncia Cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome complexa em que ocorre
dano gradual da funcdo cardiaca acarretando um alto indice de morbidade e
mortalidade na populacdo mundial. Cerca de 25% das hospitalizagdes de
idosos com 65 anos ou mais tem como causa a insuficiéncia cardiaca (Lyon et
al., 2009). Caracterizada pela redugcdo do débito cardiaco e aumento da
pressao venosa, a IC é acompanhada de alteragdes moleculares que, por sua
vez, conduzem a uma deterioragdo progressiva do coragao e morte prematura
dos cardiomidcitos levando a inabilidade da bomba cardiaca em suprir sangue
de modo adequado para atender as demandas metabdlicas dos tecidos
(Seixas-Cambé&o & Leite-Moreira, 2009).

Cardiopatias como hipertensdo, insuficiéncia valvar, miocardiopatia
dilatada e infarto do miocardio majoritariamente evoluem com IC. No entanto, o
infarto do miocardio (IM) € a principal etiologia da IC em humanos devido a sua
alta incidéncia na populagdo e também pela melhora no seu diagndstico e
tratamento o que vem possibilitando um aumento no numero de sobreviventes
apos sofrer tal injuria (Francis et al., 2001; Lacey & Tabberer, 2005; Heart
Disease and Stroke Statistic, 2006).

O IM é uma injuria irreversivel causada pela isquemia prolongada em
consequéncia da ocluséo total ou parcial de uma ou mais artérias coronarias. O
IM causa, no ventriculo, efeitos imediatos e em longo prazo, em que a isquemia
do miocardio, ocorrida inicialmente, progride com remodelamento ventricular e
disfungdo da bomba cardiaca (Pfeffer et al., 1985). O enrijecimento da parede
ventricular na area infartada e a dilatagdo da camara ventricular sdo seguidos
de hipertrofia compensatéria e fibrose da porgdao nao infartada do miocardio.
Tais mudangas ocorridas, em longo prazo no miocardio, tornam-se mal-
adaptativas levando ao aumento do estresse de parede e da demanda de
oxigénio e diminuigdo da contratilidade, o que leva a instalacdo e progresséo
da doencga (Sun & Weber, 2000; Lacey & Tabberer, 2005).

A consequente disfungdo da bomba cardiaca pode se dever tanto a

disfungdo sistdlica quanto diastdlica. A disfungdo sistolica deve-se a
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incapacidade do coragdo em ejetar sangue, sob pressdo adequada, para a
aorta e tronco pulmonar, ocasionada pela diminuicdo da contratilidade
miocardica. A disfungédo diastdlica relaciona-se ao esvaziamento inadequado
devido ao comprometimento do enchimento e relaxamento ventriculares
(Figueroa & Peters, 2006). Na IC crénica as disfun¢des sistolica e diastolica
sao mais apropriadamente definidas em termos da alteragdo da arquitetura
ventricular (tamanho e forma da cavidade e espessura da parede). A IC
sistélica do ventriculo esquerdo caracteriza-se, em termos arquiteturais, por um
coragao dilatado (hipertrofia excéntrica), enquanto que a IC diastdlica,
tipicamente, se expressa por um ventriculo de paredes espessadas, nao
complacentes com dimensdes reduzidas (hipertrofia concéntrica) (Seixas-
Cambao & Leite-Moreira, 2009).

Os mecanismos propostos para explicar o aparecimento da disfungcao
ventricular sdo complexos, mas destacam-se: modificagdes no movimento de
célcio, alteragdes da via B-adrenérgica, modificagdes das proteinas contrateis,
prejuizo da resposta dos miofilamentos ao Ca®', reducdo da freqiiéncia de
formacgao de pontes cruzadas, morte celular, acumulo de colageno, alteragbes
das metaloproteases, aumento do estresse oxidativo, déficit energético,
modificagcdes das proteinas do citoesqueleto, da membrana e da matriz e
alteracdes da geometria ventricular (Daniels et al., 2007; Zornoff et al., 2008,
Stefanon et al., 2009).

A insuficiéncia cardiaca esquerda pode culminar com um prejuizo na
funcdo ventricular direita. A hipotese de que o remodelamento ventricular
esquerdo poderia afetar a fungédo do ventriculo direito foi aventada ja em 1910
(Voelkel et al., 2006). Atualmente tem se mostrado que a disfung&o diastolica
ventricular direita, em pacientes com IC esquerda, estd associada com o
aumento do risco de admissdes hospitalares (Haddad et al., 2008).

A fracdo de ejecao do ventriculo direito e a disfungao ventricular direita
representam prognosticos fortes e independentes de mortalidade em doengas
cardiacas, especialmente na IC (Groote et al., 1998; Zornoff et al., 2000;
Haddad et al., 2008). Em um estudo com humanos, Di Salvo et al., (1995)
mostraram que a avaliagao da fragdo de ejecao ventricular direita em pacientes
com IC classe funcional Il, Ill e IV de acordo com a New York Heart Association

foi melhor prognodstico da gravidade da IC do que a medida do pico de
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consumo de oxigénio (pico de VO3) tanto no repouso quanto no exercicio. Este
mesmo estudo sustenta a hipétese de que a capacidade em realizar exercicios
em pacientes com avangada IC pode, de fato, estar mais relacionada com o
desempenho do ventriculo direito do que a do ventriculo esquerdo. Ja Groote
et al., (1998) relataram que a fracdo de ejegao ventricular direita € um
prognoéstico independente da sobrevivéncia em pacientes com IC estavel e
moderada.

Na IC a disfuncdo do ventriculo direito se desenvolve em associagao
com a disfuncédo do ventriculo esquerdo. A insuficiéncia ventricular esquerda
aumenta a pds-carga do ventriculo direito por aumentar a pressdo venosa
pulmonar. A dilatacdo ventricular esquerda restringe a fungdo diastdlica
ventricular direita e a disfungdo ventricular esquerda reduz a pressao de
perfusdo coronariana no ventriculo direito (Juilliere et al., 1997; Voelkel et al.,
2006).

A fungao diastolica do ventriculo direito € frequentemente anormal em
pacientes com IC e um dos mecanismos que levam ao seu prejuizo é a
hipertensdo pulmonar secundaria ao aumento prolongado da pressao atrial. As
alteracbes nesta camara ventricular podem ocorrer em uma relagao de muita
proximidade com as alteragdes no ventriculo esquerdo que acompanham o IM
e tal relacdo pode ser evidenciada pela hipertrofia do ventriculo direito que
ocorre em uma fase muito precoce apds a doenga cardiaca isquémica (Zornoff
et al., 2002). Contudo, a avaliagdo da fungédo ventricular direita possui um
importante papel na determinagdo dos sintomas e prognéstico da IC (Yu et al.,
1996, Zornoff et al., 2000). No entanto, pouco se tem estudado sobre a fungao
contratil ventricular direita, in vitro e in vivo, apos o IM em coragdes em que as

modificagdes hemodinédmicas tenham se instalado no ventriculo esquerdo.

1.2. Area de Infarto do Miocardio

Um importante determinante do prognéstico do infarto € o tamanho da
area de cicatriz. Como bem descrito na literatura, grandes infartos induzem a
um processo de remodelamento cardiaco que geram mudangas morfoldgicas,
histolégicas e moleculares de ambas as areas, infartada e remanescente ao
infarto (Pfeffer et al., 1979, Pfeffer et al., 1991).
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A formacgado da cicatriz de infarto tem inicio ja nas primeiras horas da
ocorréncia da injuria. Logo apos a necrose tecidual a reparagao € rapidamente
iniciada para reconstruir o miocardio infartado e manter a integridade estrutural
do ventriculo. Inicialmente forma-se edema, as células inflamatdrias séo
atraidas até o local da injuria, s&o ativados peptideos regulatorios e ocorre a
formagdo de novos vasos sanguineos (angiogénese). Seguido do processo
inflamatdrio, ha proliferagcao de fibroblastos e deposi¢cao de colageno formando
todo o tecido cicatricial. As alteracbes do tecido conectivo sédo vistas aos 40
minutos apods a oclusdo experimental da coronaria em ratos e a degradagao do
colageno ja passa a ser significante durante as primeiras semanas apos o
infarto (Fishbein et al., 1978; Pfeffer & Braunwald 1990; Sun & Weber 2000; Ertl
& Frantz 2005). Depois de varias semanas, uma solida cicatriz € formada com
uma estrutura estavel de colageno. O tamanho da cicatriz de infarto & algo
dindmico ja que a perda do miocardio viavel é progressiva apos a injuria,
portanto a regido infartada pode expandir ou contrair durante as primeiras
semanas mesmo apo6s o término da perda tecidual (Ertl & Frantz 2005).

O desempenho ventricular apds o IM esta relacionado com a extensao
da perda tecidual. Segundo Pfeffer et al., (1979) grandes infartos em ratos,
envolvendo mais de 46% do ventriculo esquerdo resultam no prejuizo da
fungdo ventricular esquerda, ja infartos moderados (31 a 46%) e pequenos (4 a
30%) nédo alteram os indices cardiacos. Mathey et al., (1974) mostraram que
grandes infartos se associam a altas pressdes arteriais diastolicas pulmonares
e alta mortalidade em humanos. Anversa et al. (1985) relataram a relagéo
direta entre o tamanho da area de infarto e a performance ventricular em
modelos de animais, bem como ocorre em humanos, mostrando que apods
grandes infartos em ratos ha redug¢do do débito cardiaco, redugdo da presséo
desenvolvida no ventriculo, hipertrofia do tecido remanescente, os quais sao
fatores que contribuem para a deterioragdo das propriedades fisiolégicas do
ventriculo infartado. Fletcher et al. (1981) demonstraram em ratos pds
infartados o aumento do volume diastdlico final do ventriculo esquerdo o qual
ocorre em fungdo do tamanho do IM, destacando, portanto, que o grau de
dilatagdo ventricular correlaciona-se com o prejuizo da performance cardiaca e

este por sua vez, esta relacionado com o tamanho do IM.



19

Fica evidente que o tamanho do IM apresenta relagcdes muito intimas
com as repercussbes hemodinamicas que a oclusdao da coronaria pode
ocasionar. No entanto, o método utilizado para a determinagado do tamanho do
infarto € uma variavel importante que deve ser considerada para as inferéncias
neste modelo experimental, ja que a medida do tamanho de cicatriz do IM pode
variar de acordo com o emprego do método.

Ha quatros diferentes métodos empregados experimentalmente para se
quantificar a area de cicatriz: 1) determinagao da area infartada em relacéo a
area do ventriculo esquerdo, determinada por histologia ou por planimetria; 2)
histologia com a determinacdo do perimetro interno da regido infartada em
relacdo ao perimetro total da cavidade; 3) histologia com a determinagédo das
circunferéncias epicardicas e endocardicas dos segmentos infartados e néo
infartados e por fim, 4) ecocardiograma com a determinagdo do perimetro
interno da regido infartada em relagcado ao perimetro total da cavidade (Minicucci
et al., 2007).

A determinacdo da area de infarto em relacdo a area do ventriculo
esquerdo medida por histologia ou planimetria € capaz de subestimar em
aproximadamente 15% o tamanho da cicatriz (Minicucci et al., 2007). As
medidas realizadas utilizando os perimetros internos sao capazes de
superestimar o tamanho do IM bem como a medida por ecocardiograma ja que
areas de aderéncia podem ser interpretadas como regides hipocinéticas, mas
que sao, portanto, areas nao infartadas (Minicucci et al., 2007; Zornoff et al.,
2008). Frente as divergéncias no emprego do método para medida do IM,
Minicucci et al. (2007) avaliaram qual o mais fidedigno para realizar a distingéo
entre pequenos e grandes infartos e concluiram que a avaliagao utilizando o
perimetro interno da regido infartada em relagao ao perimetro total da cavidade
apresentou uma sensibilidade de 96 % e especificidade de 65 % na

quantificacdo da area de cicatriz.

1.3. Alteragdes no transiente de Ca®* na Insuficiéncia Cardiaca

Sabe-se que a homeostase anormal de Ca?* contribui para a instalagéo
da disfungdo no miocardio hipertrofiado subsequente ao desenvolvimento da
faléncia cardiaca (Houser et al., 2000). As mudangas no transiente de Ca®* que

ocorrem nos coragdes insuficientes sdo uma via final e comum para a
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deterioragdo progressiva e o desenvolvimento da IC. Alguns estudos suportam
a hipotese de que a transi¢ao para a hipertrofia cardiaca, caracteristica da IC,
ocorre associada a incapacidade de se manter normais o balango de ca?
(Hasenfuss et al., 1997; Frank et al., 2003; Bers, 2006; Armoundas et al., 2007;
Mork et al., 2009).

Durante o potencial de acdo cardiaco, o influxo de Ca®* ocorre através
da membrana sarcolemal, via canais de Ca** do tipo-L. A elevacao difusa do
Ca?" intracelular preenche os espacgos subsarcolemais, onde os tubulos-T e o
reticulo sarcoplasmatico (RS) juncional estdo em proximidade. A abertura dos
canais que liberam Ca®*, chamados receptores de rianodina presentes no RS
juncional, dispara a liberagdo adicional de Ca?* estocado no RS (liberagdo de
Ca®*-Ca® induzida), o qual ativa as proteinas contrateis induzindo a contragéo
muscular (Bers & Despa 2006). A fracdo de Ca”' liberada pelo RS depende do
contetido de Ca®* do mesmo e da magnitude do disparo da liberagao de Ca?*
através dos receptores de rianodina. O transiente de Ca®' gerado em
decorréncia da liberagdo Ca?* do RS varia com a espécie, estimando-se que
em mamiferos como coelhos 77% do Ca** disponivel para a contragdo é
originario do RS e em ratos este valor € de 92% (Bers 2000). Outras duas
condi¢gbes que geram variagao no transiente de Ca’* éo avanco da idade e a
instalagao de doencas cardiacas como a IC (Orchard & Brette 2008).

A sinalizagdo do Ca®" entre a superficie da membrana sarcolemal e o
RS é anormal na IC. Assim, a corrente de Ca®* através dos canais de Ca®* tipo-
L é menos efetiva para disparar a liberagdo de Ca® do RS em midcitos
hipertrofiados e insuficientes e também por haver mudancas estruturais nos
tubulos-T onde os canais de Ca®* do tipo L estdo em maior populagéo (Orchard
&. Brette, 2008). Outras inferéncias quanto reducéo na liberagdo de Ca®* em
coracgdes insuficientes tem sido feitas quanto a anormalidade no nivel de
fosforilagdo dos receptores de rianodina interferindo na probabilidade de
abertura destes canais (Bers, 2006).

O relaxamento do midcito depende do declinio na concentracdo de Ca**
intracelular para possibilitar a dissociagdo deste ion dos miofilamentos
contrateis. O efluxo de Ca®* do citosol ocorre principalmente via bomba de Ca**
do RS, a SERCA-2a, a qual capta Ca®" novamente para o interior do RS. O
trocador Na*/Ca?* contribui para o efluxo de Ca** ja que transporta um ion Ca?*
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para o meio extracelular em troca de 3 ions Na* para o meio intracelular (Bers
& Despa, 2006). A captacéo de Ca®* para dentro do RS realizada pela SERCA-
2a e o efluxo de Ca?' realizado através do trocador Na‘*/Ca®* sdo dois
mecanismos que trabalham juntos para o retorno deste ion aos niveis
diastdlicos (Ahlers et al., 2005). No entanto, a importancia quantitativa destes
mecanismos na remocdo do Ca®" varia com a espécie, sendo que em
ventriculos de coelhos, a SERCA-2a remove 70% e o trocador Na*/Ca*" 28%
deste ion. Ja em ventriculos de ratos, a atividade da SERCA-2a é maior do que
em coelhos, sendo esta bomba responsavel pela remocédo de 92% do Ca®* e
apenas 7% ¢é feita pelo trocador Na*/Ca®*. Em humanos, esta remogdo &
semelhante a de coelhos (Hasenfuss, 1998; Bers & Despa, 2006).

Torna-se evidente que as ag¢des coordenadas entre os canais de Ca®
tipo-L do sarcolema, a SERCA-2a e o trocador Na*/Ca®*" permitem ao midcito
manter o balanco normal de Ca?* batimento a batimento. No entanto, tem se
visto em modelos experimentais e em humanos com IC, que a quantidade de
Ca” liberada a partir do RS & menor que o normal (Ahlers et al. 2005). A
diminuicdo no contelido de Ca?* do RS nao somente reduz a quantidade
maxima de Ca®" disponivel para ser liberado durante a contragdo, como
também prejudica o disparo da liberagdo de Ca®"-Ca?" induzida através dos
receptores de rianodina (Stern, 1992). O que nao se sabe é a causa pela qual a
quantidade de Ca* do RS estd diminuida na IC. Especula-se que os
mecanismos envolvidos possam se dever a reducéo da captacdo de Ca** pela
SERCA-2a, pelo aumento na extrusdo de Ca®" pelo trocador Na*/Ca®‘ou
aumento no vazamento de Ca®* pelo RS (Bers et al., 2003).

Ha estudos que mostram uma depressdo da captacdo de Ca®" do RS
através SERCA-2a (Houser et al. 2000; Hasenfuss & Pieske, 2002; Ahlers et
al., 2005). Estudos realizados por Afzal e Dhalla (1992), com fragbes de
membrana isoladas do ventriculo esquerdo (VE) de ratos em 4, 8 e 16
semanas apos IM mostraram uma diminuicdo na velocidade maxima da
captacdo de Ca®* pelo RS sem alteragdo da afinidade da SERCA-2a por este
jon. A reducdo na velocidade maxima de captacdo de Ca** ocorre pela
diminuicdo no RNAm e da quantidade de SERCA-2a apds IM e no estagio final
da IC humana (Zarain-Herzberg et al., 1996).
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A fosfolambam é uma fosfoproteina regulatéria com 52 aminoacidos
capaz de modular a atividade de transporte de Ca?' pela SERCA-2a. Tal
fosfoproteina € uma inibidora reversivel da SERCA-2a e associada a esta, a
fosfolambam a inibe de recaptar Ca®" para o RS. A fosforilacéo da fosfolambam
€ garantida pela proteina kinase A ou pela proteina kinase dependente de
Ca**-calmodulina. Quando fosforilada a fosfolambam deixa de inibir a SERCA-
2a e a recaptagao de Ca* para dentro do RS torna-se possivel durante a
diastole cardiaca (Waggoner et al., 2009). Desta forma, a fosfolambam é uma
importante reguladora do relaxamento do miocardio durante a diastole, por
acelerar a remocao intracelular de Ca**, além de contribuir na manutencéo do
contetido de Ca** sarcoplasmatico (Couchonal & Anderson, 2008).

O aumento da expressdo da fosfolambam estd associado com a
diminuicdo da afinidade da SERCA-2a pelo Ca®* (Frank et al., 2003). Parte-se
do pressuposto que a razdo SERCA-2a/fosfolambam no midcito cardiaco
exercem um papel importante na regulagao da contratilidade miocardica (Koss
et al., 1996). As alteracdes na expressdo da fosfolambam tém sido analisadas
em paralelo com as alteragbes da expressdo da SERCA-2a (Frank et al.,
2003), em que a superexpressdo da fosfolambam leva a diminuicdo da
expressdo da SERCA-2a (Boknik et al., 1999). Alguns estudos indicam que a
razao SERCA-2a/PLB esta diminuida na IC, fato que se deve ao aumento da
expressao da fosfolambam e diminuicdo da expressdo da SERCA-2a nestes
coracgdes. (Hajjar et al., 1997; Meyer et al., 1999 ; Ito et al., 2000; Armoundas et
al., 2007).

Sob condicdes normais, o Ca?" entra nos midcitos vindo do meio
extracelular gerando um gradiente eletroquimico. No potencial de repouso da
membrana e concentragéo intracelular de Na* ha energia suficiente para gerar
um gradiente eletroquimico para promover a remogédo de Ca®* a partir do
trocador Na*/Ca?*. Este é um importante mecanismo para promover o efluxo de

Ca?* em midcitos cardiacos humanos (Bers 2000, Bers 2006).

Quando a membrana é despolarizada e/ou ha& aumento de Na*
intracelular, a energia do gradiente eletroquimico do Ca?* é suficiente para
produzir a entrada de Ca®" via modo reverso do trocador Na* /Ca?*, o que

contribui para a elevacdo do Ca®' intracelular na fase inicial do platd do
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potencial de agdo. A forga que movimenta este trocador advém do gradiente
eletroquimico do Na* (Blaustein & Lederer 1999; Bers, 2000; Bers, 2006). Um
aspecto importante do funcionamento deste trocador €& seu efeito sobre
contratilidade do miocardio. O aumento do Na™ intracelular, pode induzir a uma
elevagdo da razdo entre o Ca®" intracelular e o Ca®" extracelular. Esse efeito
aumenta a contratilidade, pois ha uma retengdo do Ca®" dentro da célula. Tal
mecanismo explica bem o fato de que agentes que inibam a Na'/K'-ATPase,
como os glicosideos digitalicos, produzem efeito inotropico positivo (Dipolo &
Beaugé, 2006). Inversamente, a redugdo de Na" intracelular favorece o efluxo
de Ca®", via este trocador, reduzindo a contratilidade miocardica (Katz 1992).

E evidente que o aumento na abundancia e na atividade do trocador
Na*/Ca?* na IC esta associado com a homeostase alterada de Ca?*. Ha
estudos que discutem que o aumento do modo reverso do trocador Na*/Ca**
contribuiu para anormalidades no transiente de Ca* em midcitos humanos
insuficientes (Bers, 2000; Armoundas et al., 2007). Sugere-se que o aumento
na atividade do trocador Na*/Ca®" na fase inicial da IC é compensatdrio uma
vez que ha reducédo na fungdo da SERCA-2a. O modo reverso do trocador
Na*/Ca?* e a SERCA-2a trabalham em conjunto para produzir o decaimento de
Ca?*. No entanto, em ratos a relagdo de transporte SERCA2a/ trocador
Na*/Ca** & maior e o efluxo de Ca?* via trocador Na*/Ca®* é pequeno (<5%), o
que contribui minimamente para o decaimento de Ca®* mesmo quando ha
superexpressao do trocador Na*/Ca®* (Bers, 2000).

A homeostase de Ca?" é também comprometida na IC devido ao desvio
no balango da atividade da SERCA-2a e do trocador Na*/Ca?* (diminuicédo da
razdo SERCA2a/ trocador Na*/Ca?*) (Houser et al, 2000). Tal idéia é apoiada
por recentes observagdes que mostram que a diminuigdo na quantidade de
SERCA-2a/ trocador Na*/Ca?* esta associada com redugdo da sobrecarga de
Ca?* do RS, com decaimento lento do transiente de Ca?* e uma relagdo forga-
frequéncia negativa. Um desequilibrio da razdo SERCA e trocador Na*/Ca*
pode produzir também uma persistente diminuigdo da carga de Ca®* do RS.

Conjuntamente, as modificagdes moleculares e celulares contribuem
para diminuir a fungdo da bomba cardiaca na IC. Musculos cardiacos
insuficientes mostram reducdo da capacidade de restabelecer os niveis

diastdlicos de Ca** e associada a esta condigdo ocorre a faléncia do musculo
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durante o ciclo de contragdo e relaxamento. Estes musculos apresentam
reducdo da amplitude do Ca*" transiente associada a diminuicdo da produgao
de forca e reducado da carga de Ca®* do RS (Gwathmey et al., 1987; Lehnart et
al., 2009). Ademais, o Ca®* possui um papel central na regulacédo da
contratilidade, contudo, as alteragbes da regulagcdo do Ca* no midcito estdo
envolvidas na disfuncdo mecénica e arritmogénese presentes na IC (Bers
2000).

Analises e inferéncias das proteinas envolvidas no transiente de Ca**
sao constantemente avaliadas nos ventriculos esquerdos de coragdes
insuficientes sendo estas avaliagdes mais raramente estudadas nos ventriculos
direito. Com isso, o presente estudo foi desenvolvido para avaliar a condigéo
da camara cardiaca direita frente a injuria sofrida p6s-IM tendo como um dos
focos principais a avaliagdo da fungao ventricular direita e sua associagdo com
as alteracdes das principais proteinas envolvidas com o transporte do Ca?*, tais
como a SERCA-2a, a fosfolambam, a fosfolambam fosforilada e o trocado
Na*/Ca?* em dois modelos de animais infartados: aqueles que desenvolveram

a insuficiéncia cardiaca e aqueles que nao desenvolveram a IC.

1.4. O Modelo Utilizado para o Estudo do Infarto do Miocardio e
Insuficiéncia Cardiaca

O modelo de insuficiéncia cardiaca em ratos apos infarto do miocardio
induzido pela ligadura da artéria coronaria simula a causa mais comum de IC
em humanos. Além disso, permite uma precisdo na avaliagdo do tempo de
curso dos eventos, das modificacdes neurohumorais sistémicas e da funcao
ventricular com a progressao da IC (Francis et al., 2001).

Para se produzir e estudar o infarto do miocardio, ratos tém sido
utilizados quase que exclusivamente por apresentarem uma série de
vantagens, entre elas ser de facil manuseio, mais econémicos, ter pequenos
coragdes e cumprir as etapas de evolucao do IM rapidamente o que diminui o
tempo de observagéo do estudo. Este modelo experimental, descrito a partir da
década de 40, tem provido informagbes no que concerne a morfologia,
bioquimica, eletrofisiologia e propriedades mecanicas do infarto do miocardio,

além das mudancas hemodindmicas que ocorrem subsequentemente a
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oclusdo da coronaria bastante semelhantes as dos humanos (Fishbein et al.,
1978; Zornoff et al., 2008).

A ligacao da artéria coronaria esquerda no rato resulta na reprodugao da
sequéncia de mudangas no miocardio apos o infarto, mudancgas estas muito
similares em humanos, que, portanto, se desenvolvem mais rapidamente. Tal
rapidez na evolucado pode estar relacionada ao pequeno tamanho corporal do
rato e também a alta taxa de metabolismo neste roedor (Fishbein et al., 1978).

Ja é bem estabelecido na literatura que o IM leva a complexas
alteragdes na arquitetura ventricular envolvendo areas infartadas e néao
infartadas. Estas alteragbes sdo frequentemente referidas como
remodelamento ventricular que por sua vez, afetam a fungao ventricular e o
prognéstico do infarto (Pfeffer & Braunwald, 1990).

Neste modelo, a hipertrofia do ventriculo esquerdo € um evento precoce
podendo ser detectada ja no terceiro dia apds o procedimento cirurgico. Ja por
volta da terceira a quarta semanas o grau de hipertrofia aumenta entre 30 e
60%. Semelhante ao ventriculo esquerdo, a hipertrofia do ventriculo direito
pode ser vista ja ao terceiro dia e atinge o percentual de 30% ao final de um
més (Zornoff et al., 2008).

A partir deste modelo experimental, estudos prévios, realizados em
nosso laboratorio por Pereira et al. (2005) mostraram a subdivisdo dos ratos
infartados, com similares areas de cicatriz, naqueles com sinais de
insuficiéncia cardiaca e sem sinais de insuficiéncia cardiaca 4 semanas apos
sofrerem o IM. Os ratos sem sinais de IC p6s-IM mantiveram preservadas as
fungdes cardiacas, enquanto aqueles que apresentaram sinais de IC tiveram
estas fungdes prejudicadas. Posterior a esta subdivisdo, os mesmos autores
demonstraram que esses dois modelos apresentaram diferentes mecanismos
envolvendo o controle do tbnus vascular. Brevemente, os resultados destes
autores consistem em que ratos com IC apresentaram hiporreatividade a
fenilefrina, aumento da liberacdo de 6xido nitrico basal e relaxamento normal
dependente do endotélio. Nos ratos infartados sem sinais de |C houve prejuizo
do relaxamento dependente do endotélio, um aumento da resposta a fenilefrina
e liberacdo normal de 6xido nitrico basal.

Outro grupo de pesquisadores utilizando o modelo experimental em

questdo também classificou os animais em infartados com sinais de IC e
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infartados sem sinais de IC. Para isso, estes estudiosos pesaram o pulmao e
corrigiram pelo peso corporal obtendo-se a razdo peso do pulmdo e peso
corporal representada por LW/BW e os ratos com sinais de IC apresentaram a
LW/BW = LW/BW gham + 2 SD (desvio padrdo), o que sugere aumento do
volume de fluido na vasculatura pulmonar. Ademais, este estudo mostrou que
associado ao aumento do peso pulmonar os ratos insuficientes eram letargicos,
dispnéicos e tinham um edema de pata. Por outro lado, ratos sem o aumento
do peso pulmonar ndo apresentaram qualquer destes sinais. Um fato relevante
deste estudo foi que os grupos infartados com ou sem sinais de IC
apresentaram mesma area de cicatriz (Davidoff et al., 2004).

Pelo exposto, € possivel verificar que a partir do modelo experimental de
infarto, em ratos, tem-se criado novas possibilidades de estudo, uma vez que
sdo gerados dois grandes grupos de animais, aqueles com sinais de
insuficiéncia cardiaca, como ja bem consolidado na literatura e aqueles sem
sinais de insuficiéncia cardiaca.

A proposta de estudar animais infartados sem a instalagdo da
insuficiéncia cardiaca e com areas de infarto similares aqueles que apresentam
0s sinais da doenga consiste na analise dos mecanismos que se encontram
preservados para a manutengao da fungdo da bomba cardiaca o que podera
implicar em medidas terapéuticas futuras para a prevengdo do
desenvolvimento da doenga logo apos o episddio do infarto.

Frente a hipétese de que ha diferencas no desempenho ventricular das
subdivisbes do modelo experimental do infarto do miocardio, este estudo
comparou o funcionamento dos ventriculos direito dos ratos infartados com e
sem IC e mesma area de infarto na fase aguda (apés uma semana da cirurgia)
e na fase cronica (oito semanas da cirurgia) ao infarto. As comparagdes foram
realizadas através da avaliagado funcional e molecular. Esta ultima consistiu na
medida das expressdes das principais proteinas envolvidas no transiente de
célcio, como a SERCA-2a, a fosfolambam e fosfolambam fosforilada e o

trocador Na*/Ca®".
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a contratilidade do ventriculo direito em ratos nas fases inicial (1
semana) e tardia (8 semanas) apos infarto agudo do miocardio, em animais
que apresentem ou nao sinais de insuficiéncia cardiaca com mesma area de

cicatriz.

2.2. Objetivos Especificos

Os animais serao avaliados 1 e 8 semanas apods cirurgia para medir:

1. As pressdes arterial e intraventriculares e a frequéncia cardiaca;

2. A area de cicatriz do infarto pelos métodos histoldgico e planimétrico;

3. A contratilidade de tiras de ventriculo direito “in vitro” usando a técnica
de contracao isométrica.

4. As expressdes protéicas da SERCA-2a, da Fosfolambam, da
Fosfolambam fosforilada e do Trocador Na*/Ca®* dos grupos infartados com e

sem insuficiéncia cardiaca no ventriculo direito.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais experimentais e Indugao do Infarto do Miocardio
Para realizacdo deste estudo, foram utilizados ratos Wistar, machos,
pesando entre 200 e 230 gramas, cedidos pelo biotério do Programa de Pds-

Graduacgao em Ciéncia Fisiologicas da Universidade Federal do Espirito Santo.

Para o procedimento de indugdo do infarto do miocardio os animais
foram anestesiados com mistura de Cetamina (50 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg)
intramuscular. Em seguida foi realizada a tricotomia do hemitérax esquerdo e
posteriormente a toracotomia deste mesmo lado entre o terceiro e quarto
espaco intercostal, onde o coracdo causava impacto a palpag¢do. Os musculos
peitoral e intercostais foram divulsionados, as costelas separadas e o coragao
gentilmente exteriorizado por compressao lateral do térax para visualizagdo da
artéria coronaria descendente anterior esquerda. Em seguida, a artéria foi
ligada, entre a borda do atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar, a
aproximadamente 3 milimetros distalmente a sua origem, através do uso de fio
mononylon 6,0 (figura 1). Apds o coragao ter sido colocado no lugar e o térax
fechado, através de uma ligadura em bolsa previamente preparada, os animais
retomavam a respiracdo normal. O procedimento cirurgico do infarto, apos
abertura do térax durava no maximo 30 segundos (Selye et al. 1960 modificado
por Mill et al., 1990). Através de tal procedimento visamos obter infartos
transmurais, nos quais a necrose miocardia envolve a espessura total da
parede livre do ventriculo esquerdo, sem comprometimento do septo
interventricular (Pfeffer et al., 1979). Apds a cirurgia, os animais foram
observados e ao acordar foram mantidos em gaiolas passando por ciclos claro-
escuro com acesso livre a agua e ragcdo balanceada. A mortalidade dos
animais nos primeiros 30 minutos foi de aproximadamente 40%. Durante as 24
horas do procedimento a mortalidade variou entre 10 a 30% daqueles que
sobreviveram apos os 30 minutos iniciais. O grupo controle (Sham) foi

submetido ao mesmo procedimento cirurgico, exceto pela ligagdo da artéria
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coronariana. Este protocolo foi aprovado pelo CEP numero 005/2007 pelo
Comité de Etica no Uso de Animas-EMESCAM.

Figura 1: Procedimento para indugcéo do infarto do miocardio. Oclusdo da
artéria coronaria descendente anterior esquerda. A artéria € ligada, entre a
borda do atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar a aproximadamente 3

milimetros distalmente a sua origem, através do uso de fio mononylon 6,0.

3.2. Medidas hemodinamicas e Avaliagao Ponderal

Os estudos hemodinamicos foram realizados apds uma e oito semanas
da indugdo do IM ou cirurgia ficticia (Sham). Para isso, os animais foram
mantidos sob plano anestésico com uretana (1,2 g/kg i.p.). A artéria carétida
direita foi canulada com cateter de polietileno (PE-50) e este conectado a um
transdutor de pressdo TSD 104 A ligado ao sistema de aquisicdo de dados
(MP100 Byopac Systems, Inc; CA). As medidas de pressao arterial média
(PAM em mmHg), pressao arterial sistolica (PAS em mmHg), pressao arterial
diastolica (PAD em mmHg), frequéncia cardiaca (em batimento por minuto) e
as derivadas de pressao positiva e negativa (dP/dtx em mmHg/s) foram
realizadas. Em seguida o cateter foi introduzido no interior do VE para medida
da presséo diastdlica final (PDfVE em mmHg) e pressao sistolica no VE (PSVE

em mmHg).
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Apos avaliagcdo dos parametros hemodindmicos os animais foram
sacrificados através de deslocamento cervical. Em seguida o toérax foi aberto
para a exposicdo e remog¢ao do coragao e pulmdes. Os pulmdes foram
reservados e o coragao foi colocado em solugdo nutridora. Sob perfuséo
continua com a solucgéao, através do coto da aorta, foi realizada a dissecagao de
uma tira do ventriculo direito. Posterior a dissecag¢ao, as camaras ventriculares
foram separadas e pesadas para avaliagao indireta do indice de hipertrofia. O
peso da tira do ventriculo direito foi adicionado ao peso da camara. Os pesos
umidos dos ventriculos direito e esquerdo foram corrigidos pelo peso corporal

do animal.

Para a avaliacédo da instalagdo da congestdo pulmonar presente na IC,
os pulmdes foram dissecados e pesados. O peso umido foi corrigido pelo peso

corporal obtendo-se a raz&o peso do pulméo e peso corporal (PP/PC).

3.2.1. Separacgao dos Grupos Experimentais:

Apods a avaliagdo hemodinamica e as avaliagbes ponderais, 0s animais
foram separados dentro de 3 grupos: grupo Sham, que sofreu cirurgia ficticia,
grupo infarto sem insuficiéncia cardiaca e grupo com IC.

O critério obedecido para que os animais infartados fossem
considerados como insuficientes foi a PDfVE = a 15 mmHg. Os outros critérios
foram considerados sinalizadores da IC como o aumento de + 2 desvios
padrées da razdo peso do pulméo e peso corporal em relagdo ao grupo Sham
(PP/PCic 2 PP/PCgsham + 2 DS) e a presenca de hipertrofia do VD calculada pelo
aumento da razdo peso do VD e peso corporal 2 a 0,8 mg/g (Anversa et al.,
1985; Francis et al., 2001; Daviddof et al., 2004; Pereira et al., 2005).
Aproximadamente quarenta por cento de todos os animais infartados
apresentaram pelo menos dois sinais de IC a uma semana e os trés sinais de

IC a oito semanas apés IM.

3.3. Avaliacdo da Area de Infarto do Miocardio
A quantificacao da area de infarto foi realizada através de dois diferentes

métodos. O primeiro método utilizado foi a medida da area de infarto por
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planimetria. Nesta técnica a visualizacdo do tecido infartado foi realizada por
transluminacdo em que o ventriculo esquerdo era posicionado contra a luz a
fim de se diferenciar o tecido infartado do tecido remanescente. Esta distingao
€ possivel pela area de cicatriz se apresentar fina e fibrosa, podendo ser
facilmente diferenciada do tecido remanescente, mesmo uma semana apos IM.
ApOs a visualizagdo, o tecido remanescente foi minuciosamente separado da
area de cicatriz. As duas fatias foram posicionadas sobre papel milimetrado e
contornadas. As medidas foram realizadas por contagem dos pontos com a
area calculada em mm? A soma das dreas do ventriculo esquerdo
remanescente e a cicatriz corresponderam a area total e a area de cicatriz foi

calculada pela porcentagem da area total (Mill et al., 1990) (Figura 2).

1 SEMANA 8 SEMANAS
VE Al VE

Figura 2: Medida em papel milimetrado das fatias da area infartada (Al) e da
area remanescente ao infarto no ventriculo esquerdo (VE). As bordas das fatias
sdo contornadas e medidas por contagem de pontos com area calculada em
mm?2 A area total representa a soma das areas do ventriculo esquerdo
remanescente e cicatriz e area de cicatriz foi calculada pela porcentagem da

area total

O segundo método foi a quantificacdo da area de infarto por histologia.
Esta segunda analise foi realizada para avaliar se a semelhancga das areas de
cicatriz entre os grupos sofrera influéncia da técnica empregada. Deste modo,
realizamos a segunda medida apenas nos infartos de oito semanas.

Para analise histoldgica, o ventriculo esquerdo foi cortado em 3 secgdes

transversas: apice, anel mediano (aproximadamente 3 mm) e base. O anel
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mediano foi conservado em formalina 4% e depois incluido em parafina. Para
tal os seguintes passos foram seguidos:
a) etanol 70% por 30 minutos

b) etanol 80% por 30 minutos

d

e) xilol por 30 minutos

)
c) etanol 100% por 30 minutos

) xilol+etanol (1:1) por 30 minutos

)
f) xilol +parafina (1:1) por 30 minutos
g) parafina a 600C por 60 minutos
h) parafina a 600C rapidamente

i) inclusdo em parafina a 600C em formas e secagem

Foi entdo feita a secagem por no minimo 24 horas destes blocos de
parafina e deste anel foram realizados cortes de 5 micrémetros sendo feitos a
intervalos de 100 micrdmetros. Procedeu-se entdo a coloragido com picrosirius
red, o qual promove uma coloragdo avermelhada na area cicatricial necrética e
amarelada no tecido nao infartado. As imagens foram gravadas utilizando-se
um scanner e analisadas através do programa Image J. O calculo da
porcentagem de infarto foi realizado pela divisdo do perimetro da cicatriz na
superficie endocardica (CEN) pelo perimetro endocardico total (PEN) mais o
perimetro da cicatriz epicardica (CEP) dividido pelo perimetro epicardico total
(PEP) (figura 3) dividido por 2 e multiplicado por 100 ([(CEN/PEN + CEP/PEP]/ 2
x 100). O tamanho do infarto dos grupos (porcentagem do ventriculo esquerdo
infartado) foi calculado pela média de todos os cortes avaliados e expressado

como porcentagem da extensao (Pfeffer et al., 1985).

PEP PEN
@ @ %N CEPQ
/ / / /
- - -

Figura 3: Figura demonstrativa da medida histolégica (coloragdo com
picrosirius red) da area de infarto em que PEP é o perimetro epicardico total,
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PEN é o perimetro endocardico total, CEN € o perimetro da cicatriz na

superficie endocardica e CEP € o perimetro da cicatriz epicardica.

3.4. Avaliagao da Contratilidade do Ventriculo Direito

O estudo da contratilidade foi realizado em tiras de ventriculo direito
contraindo isometricamente. Para isto, ao fim da avaliagdo hemodinamica os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical, o térax foi aberto, o
coracao cuidadosamente removido e colocado em solugdo nutridora de Krebs
previamente oxigenada com mistura carbogénica. O coto da aorta foi
continuamente perfundido com a solugao de Krebs modificada contendo NaCl
120 mM, KCI 5,4 mM, CaCl, 1,25 mM, MgCl; 1,2 mM, NaH,PO4 2 mM, Na,SO4
1,2 mM, NaHCO3; 27 mM e glicose 11 mM. A solucdo foi gaseificada com
mistura carbogénica contendo 5% de CO,e 95% de O,, a uma temperatura de
30° C. Em uma plataforma de parafina, o ventriculo direito foi separado do
ventriculo esquerdo . Uma tira do VD foi retirada no sentido longitudinal com
cerca de 0,2 cm de largura e 0,8 cm de comprimento e suas extremidades
foram presas a anéis de ago inoxidavel. Em seguida, as tiras foram suspensas
verticalmente em uma cadmara de vidro preenchida com 20 mL da solugao
nutridora de Krebs. As extremidades superiores foram conectadas pelo anel e
um fio de ago a um transdutor de forca isométrica e as extremidades inferiores
foram fixadas pelo anel a um gancho fixo da cuba.

Os musculos foram estimulados por meio de eletrodos de prata
posicionados paralelamente ao seu comprimento. Os estimulos tinham duracao
de 10 ms. A voltagem utilizada foi de 1,5 vezes o limiar para provocar a
resposta mecéanica do musculo (cerca de 8 mV) a uma frequéncia de 0,5 Hz.

A forga desenvolvida foi medida através do transdutor de forga
isométrica modelo TSD 125 (Byopac Systems, Inc; CA) acoplado a um
amplificador modelo DA 100C (Byopac Systems, Inc; CA) e registrados em
sistema de aquisicdo de dados dotado de software AcqgKnowledge (MP100
Byopac Systems, Inc; CA).

As preparagbes passaram por um periodo de 15 minutos de

estabilizacdo e em seguida, os musculos foram estirados gradualmente a um
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comprimento diastolico ideal para atingir o maximo de tensao desenvolvida em

que foi determinado o0 Lmax. ApOS 0 Lmax ser alcangcado, as preparagdes

passaram por outro periodo de estabilizagdo com duragado de 40 minutos.
Seguido o periodo de estabilizagdo, as seguintes manobras

experimentais foram realizadas:

3.4.1. Resposta contratil apoés pausas de estimulo (Potenciacdao poés-

pausa)

As contragdes foram registradas apdés pausas de 15, 30, 60 e 120
segundos no estimulo elétrico (figura 4). A potenciagéo relativa, apds cada
pausa, foi obtida dividindo-se a amplitude da primeira contracdo apds a pausa,
pela amplitude da contragdo que precedeu a pausa. Para que a proxima pausa
fosse realizada, a preparagdo passava novamente por um periodo de

estabilizacdo até que a for¢ca desenvolvida retornasse ao valor basal.

PPP 15s

N
Forca (g)

!
;
1
f;

W

Pausa L U\__‘t L

1339.88995 1354.88995 1369.88995

Tempo (segundos)
Figura 4: Potenciacdo pods-pausa. A primeira contracdo apds pausa na
estimulacéo elétrica é potencializada. O tempo foi registrado em segundos (s) e

a forca em gramas (g).

3.4.2. Resposta inotrépica ao calcio

A curva concentracido-resposta ao calcio foi realizada utilizando
concentragdes extracelulares crescentes de calcio (0,62, 1,25, 2,5 e 3,75 mM)
para avaliar a variagao de forga (figura 5). No primeiro momento, a perfusao de

Krebs (calcio 1,25 mM) foi substituida por outra que continha a concentragao
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de calcio de 0,62 mM, e novamente a preparagdo passava por um periodo de
estabilizacdo. As concentragdes crescentes eram adicionadas apés a forga
desenvolvida atingir um periodo de platdé com forga estavel. A variagao de forga
foi corrigida pelo peso dos musculos e expressa em g/mg (AF/peso do

musculo).

CaCl, 0,62 CaCl, 1,25 CaCl, 2,25 CaCl, 3,75

| | | |
| 1 1 ¢

2

194.80458 198.80458 202.80458

Tempo (minutos)

Figura 5: Curva de concentragao-resposta ao calcio realizada utilizando
concentragdes crescentes e cumulativas de Ca2+ (0,62, 1,25, 2,5 e 3,75 mM).

O tempo foi registrado em minutos e a forga em gramas (Q).

3.4.3. Resposta inotrépica ao agonista B-adrenérgico

Para se avaliar a resposta contrati a um agonista B-adrenérgico nao
seletivo, isoproterenol, a preparagcao foi perfundida com solucido de Krebs
contendo concentragcao de calcio 0,62 mM. Apods estabilizacdo funcional da
preparacgao, foram adicionadas ao banho, doses crescentes de isoproterenol. A

curva concentragao-resposta foi realizada com as concentragdes de 107, 1078,

Forca (g)
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107,10, 10°e 10* M (figura 6). A forga desenvolvida foi corrigida pelos pesos
dos musculos e expressas em g/mg (AF/peso do musculo).

Iso 10° Iso 108 Iso 107 Iso 106 Iso 105 Iso 104
| | |

oo | |

229.76241 235.76241 241.76241 247.76241

v

«—

PR

Tempo (minutos)

Figura 6: Curva de concentragao-resposta ao isoproterenol. Concentragdes
crescentes e cumulativas de isoproterenol (10°, 10%, 107, 10°, 10° e 10 M)
foram adicionadas a uma solugdo de Krebs contendo uma concentracdo de

Ca** 0,62 mM. O tempo foi registrado em minutos e a forga em gramas (g).

3.5. Avaliacao da expressao das proteinas contrateis pelo método de
Western Blot

Amostras de ventriculo direito foram coletadas dos grupos Sham, infarto
e insuficiente 7 e 60 dias apds a oclusdo da coronaria, para avaliacido das
seguintes proteinas envolvidas na cinética de Ca*" através da técnica de
Western Blot: SERCA-2a, Fosfolambam, Fosfolambam fosforilada na Serina-16

e Trocador Na*/Ca?".

Forga (g)
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Estas amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -
80°C até o momento da extragdo protéica. A extragdo de proteinas foi
procedida com a homogeneizagéo dos coragdes, na temperatura de 4°C, em
tampao de homogeneizagédo contendo: Tris-HCI 10 mM pH 7.4, EDTA 5 mM,
SDS 1% p/v, NaF 10 mM, PMSF 1 mM, NaVO3 1mM, DTT 0.5 mM, coquetel
inibidor de protease contendo AEBSF, Aproptin, Bestatin, E-64, Leupeptin na
proporgao de 1:100.

Apds a homogeneizagao do tecido, esta mistura foi acondicionada em
tubos eppendorfs e centrifugada a 10.000 g por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi separado e o “pellet” desprezado. Foi realizada uma diluigao
da amostra (1:200) para quantificagdo total da proteina pelo método de
Bradford (Bradford, 1976), em seguida foram aliquotadas 100 ug de proteina e
estas foram mantidas a -80°C até o momento da realizagédo do ensaio.

Quando realizado o Western Blot as amostras foram adicionadas de um
tampao de carregamento (Laemmli 2X buffer) contendo Uréia 0,5 mM, SDS
0,17 mM, DTT 39 uM, Tris-HCI 0.01 M com pH 8.0 . As amostras foram entao
adicionadas deste tampdo em uma proporgédo de 1:1 (Laemmli 2X buffer) e
aquecidas a 95°C por 4 minutos. Em seguida foram carregados os géis de
SDS-poliacrilamida 7,5% (SERCA-2a e Trocador Na'/Ca?) ou 15 %
(Fosfolambam e Fosfolambam fosforilada) imersos em um tampdo de
eletroforese (Tris-HCI 25mM, glicina 190 mM, SDS 0.1 %) e submetidos a uma
amperagem de 80 V por 2 horas

Apods o término da eletroforese foi realizada a transferéncia elétrica das
proteinas do gel para uma membrana de nitrocelulose (Amersham, UK) em um
tampao de transferéncia (Tris-HCI 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%e SDS
0.1 %) a temperatura ambiente usando 25 V em um Semi-dry (Bio-Rad).

Apos a transferéncia das proteinas, as membranas foram bloqueadas
por duas horas em uma solugéo bloqueadora de leite desnatado diluido a 5%
em um tampao TBS - tween (Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM, tween 20 0.1 %,
pH 7,5). Os anticorpos primarios utilizados foram anti-mouse monoclonal para
SERCA-2a (1:500; Affinity Bioreagents), anti-mouse monoclonal para
Fosfolambam (2ug/ml; Affinity Bioreagents), anti-rabbit policlonal para
Fosfolambam fosforilada (1:5000; Badrilla, Leeds, UK), anti-mouse monoclonal
para Trocador Na*/Ca?* (1:200; Abcam Cambridge, MA, USA) e anti-mouse
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monoclonal para GAPDH (1:5000; Abcam Cambridge MA, USA) diluidos em
uma solucdo de BSA que por sua vez, foi diluido a 5% em um tampao TBS —
tween (Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM, tween 20 0.1 %, pH 7,5). As
membranas foram incubadas overnight a 4°C.

Apos o periodo de incubagdo com o anticorpo primario, as membranas
eram lavadas por 30 minutos com uma solugdo TBS-T (Tris-HCI 10 mM, NaCl
100 mM, tween 20 0.1 %, pH 7,5) para remogao dos anticorpos primarios.

Depois de lavadas, as membranas foram incubadas com anti-mouse ou
anti-rabbit (1:2500 ou 1:5000; StressGen, Victoria, Canada)

ApoOs a incubagcdo com o anticorpo secundario, as membranas foram
novamente lavadas por 30 minutos para remogao do anticorpo secundario com
a solugao TBS-T e por mais 30 minutos com a mesma solugao sem tween 20.

As bandas foram detectadas utilizando um composto fluorescente (ECL
plus, Amersham, UK) e expostas a um filme de raio-X (Hyper film, Amersham
UK) o qual era revelado. As proteinas pesquisadas foram corrigidas pela
quantidade de GAPDH detectado.

3.6 Analise estatistica

Os resultados sédo apresentados como média * erro padrao da média
(EPM). Na analise dos dados ponderais e dados hemodindmicos foi usado
ANOVA 1 via com teste post hoc de Tukey. Para comparagcéo da area de
infarto, foi usado o teste “t” de Student ndo pareado. Para avaliacdo da forca de
contragdo, dados temporais e a potenciacdo pdés-pausa, foi usada ANOVA
duas vias com post hoc de Bonferroni. Os valores de p<0,05 foram
considerados como significativos. Para analise dos dados foi utilizado o

programa estatistico GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, USA).
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Medidas hemodinamicas e avaliagao ponderal

Os animais que foram submetidos ao IM subdividiram-se em dois
grupos, um que apresentou insuficiéncia cardiaca, denominado grupo IC e
outro que nao apresentou insuficiéncia cardiaca, denominado grupo Inf. A
divisdo dos grupos foi realizada através da medida da pressao diastdlica final
no VE e foram considerados insuficientes aqueles animais infartados com
PDfVE maior ou igual a 15 mmHg (Anversa et al., 1985). Os resultados obtidos
dos grupos foram comparados no tempo de uma e de oito semanas apoés IM.

A tabela 1 apresenta os valores hemodinamicos dos grupos estudados:
Sham, Inf e IC a uma e oito semanas apos cirurgia da oclus&o da coronaria ou
cirurgia ficticia.

A uma semana do infarto a média de PDfVE no grupo IC foi de 15 + 1
mmHg, no entanto esta medida hemodindmica n&o apresentou aumento nos
dois outros grupos estudados, sendo sua média no Sham de 3,7 + 0,6 mmHg e
no Inf de 5,2 £ 0,8 mmHg, sem diferengas estatisticas entre estes dois ultimos.
As derivadas de pressao positiva e negativa ndo foram diferentes entre os
grupos avaliados a uma semana do IM.

A meédia da PDfVE, oito semanas ap6s IM, foi de 16 + 2,5 mmHg no
grupo IC, 7,5 £ 0,7 no grupo Inf e de 5,2 + 0,5 mmHg no grupo Sham. N&o
houve diferenca de PDfVE entre os grupos Sham e Inf, no entanto o grupo IC
foi diferente dos outros (p<0,05). As derivadas de pressao positiva e negativa
em funcéo do tempo no VE (oito semanas pds-IM) foram menores no grupo IC
em comparagéo ao grupo Sham e Inf (p<0,05) (tabela 1).

Na tabela 1 também estdo descritas as médias das pressdes avaliadas
na aorta. Tais pressdes nao foram diferentes nos grupos nem uma nem oito

semanas ap6s o IM, bem como a média da freqiéncia cardiaca.
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Tabela 1 — Dados hemodinamicos dos grupos estudados a uma e oito semanas apoés IM

1 semana apés IM

8 semanas apos IM

Pressao Arterial (ImmHg) Sham (n= 15) Inf (n=9) IC (n=9) Sham (n=9) Inf (n=9) IC (n=9)

Sistdlica 99 + 3,6 103+ 6 108 £4,7 106 £ 5,9 105+3,5 111+24

Diastdlica 695 758 85 +3 69+5,5 70+ 31 79+14

Média 81+5 805 95+4 84 +5,5 85+3,3 93+1,8

FC (bpm) 330 + 21 365 + 11 350 £ 17 291+ 15 297 £+ 17 312 +12
PDfVE (mmHg) 3,7+0,6 52+0,8 15+1*# 52+0,5 7,5+0,7 16 £2,5"#

dP/dt + (mmHg)
dP/dt — (mmHg

5727 £ 719 4606 + 571 4245 + 543
4697 + 676 3577 + 398 3651 + 380

5103 £ 298 5120 £ 215 4098 * 231*#
4683 + 327 3971 +132 3184 + 185™#

Os dados estao expressos como média + E.P.M.. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA-1 via seguida de post hoc de Tukey.

Os valores foram considerados significantes para p < 0,05. *p < 0,05 vs Sham; # p < 0,05 vs Inf.
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Os dados ponderais dos grupos Sham, Inf e IC estéo listados na tabela

A uma semana do IM, a média do peso corporal foi menor no grupo IC
em comparagao ao Sham e Inf (p < 0,05). No entanto, esta diferengca ndo se
manteve a oito semanas e este dado ponderal foi similar entre os grupos.

O aumento da razdo peso do ventriculo esquerdo e peso corporal
(VE/PC) € uma medida indireta de hipertrofia do ventriculo esquerdo (Mill et al.,
1990). A média da razdo VE/PC foi maior no grupo Inf a 1 semana do IM em
comparagao ao grupo IC. Oito semanas pos IM, houve aumento desta razdo no
grupo IC, em relagdo ao Sham, o mesmo nao foi observado com o grupo Inf em
relagcdo ao Sham (tabela 2).

O aumento da razdo peso do VD e do peso corporal € um indicativo
indireto de hipertrofia do VD (Anversa et al., 1985). Esta razdo nao foi diferente
entre os grupos infartados na fase inicial do IM, portanto, foi cerca 220% maior
no grupo IC em comparagao ao grupo Sham e Inf (p<0,05) a oito semanas
(tabela 2 e figura 8).

O aumento da razdo PP/PC representa congestdo do leito vascular
pulmonar progressiva a IC (Francis et al., 2001). Na fase inicial do IM, n&o
houve diferenca desta razdo entre os grupos. No entanto, na fase cronica,
apenas o grupo IC apresentou um aumento da razdo PP/PC comparado com
os grupos Sham e Inf (p<0,05) (tabela 2, figura 9). A congestao pulmonar € um
sinal de IC e para classificar os pulmdes como congestos foi utilizado o critério
de aumento da razdo PP/PC + 2 desvios padrbes em relagéo ao grupo controle
(figura 9-b).

A média de peso da tira do VD nao foi diferente entre os grupos na fase
inicial ao IM; ja a oito semanas, o grupo IC apresentou aumento desta média

em comparagéo ao grupo Inf, mas o mesmo néo foi diferente do Sham.
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Tabela 2 — Dados ponderais dos grupos estudados uma e oito semanas apoés IM

1 semana 8 semanas

Sham (n=15) Inf (=9) IC (n=9) Sham (n=9) Inf (n=9) IC (n=9)
Pesos (g)
Peso corporal 2535 2352 208 £ 6 *# 350 + 10 38115 339 + 25
VE 0,41 £ 0,01 0,42 £ 0,02 0,31 £ 0,01 *# 0,59 £ 0,02 0,736 + 0,04* 0,718 £ 0,06
VD 0,14 + 0,007 0,14 + 0,007 0,14 + 0,004 0,17 £ 0,01 0,209 + 0,01 0,389 + 0,03 *#
Razées (mg/q)
VE/PC 1,76 £ 0,05 200,15 1,51+ 0,09 # 1,74 + 0,06 1,89 + 0,07 2,08+0,14*
VD/PC 0,62 + 0,03 0,7 £ 0,04 0,67 £ 0,03 0,55+ 0,04 0,59 + 0,03 1,21+ 01" #
PP/PC 50+0,2 6,2+0,5 6,7+1,0 4,95+ 0,28 5,10 £ 0,49 7,59 £ 0,98 *#
Tira VD (mg) 15,5+ 1,1 16,5+ 1,4 15,2+1,2 14 + 1,06 17 + 2,17 22 + 2 91#

Média + E.P.M dos pesos ventriculares esquerdo (VE) e direito (VD) e razbes obtidas entre o peso do VE e o peso corporal
(VE/PC), peso do VD e peso corporal (VD/PC) e o peso do pulmao e o peso corporal (PP/PC). A média + E.P.M. dos pesos das
tiras utilizadas nas preparagdes foi calculada em mg. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA 1-via seguida de post hoc de
Tukey. * p< 0,05 vs Sham; # p< 0,05 vs Inf.
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Os graficos de barras abaixo (figuras 7, 8 e 9) representam os valores de

PDfVE, razdo peso do VD/PC e PP/PC.
A razao peso do pulmao e peso corporal (representada nos graficos 9-a

e 9-b) foi calculada a partir da média + D.P. e foi maior apenas nos grupos

insuficientes na fase cronica do IM.

2 A 1 semana B 8 semanas
- 20_
*# —_
§15— % 15+
£ £
510- é 10+
[11] —T1—

E 5_ —|— E 5_ — —

—— o

c : T 0 T T
Sham Inf IC Sham Inf IC

Figura 7- Média £ E.P.M. da pressao diastolica final no ventriculo esquerdos
dos grupos estudados, uma e oito semanas apos IM. A andlise estatistica
utilizada foi ANOVA 1-via seguida de post hoc de Tukey. * p< 0,05 vs Sham e #

p< 0,05 vs Inf.
0s.A 1 semana 15-B 8 semanas c
)
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Figura 8- Média £+ E.P.M. da raz&do peso do ventriculo direito e peso corporal
dos grupos estudados na fase aguda (1 semana) e na fase crbnica (8

semanas) apos o IM. A analise estatistica utilizada foi ANOVA 1-via seguida de

post hoc de Tukey. * p< 0,05 vs Sham e # p< 0,05 vs Inf.
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Figura 9- Média + D.P. da razdo peso do pulméao e peso corporal dos grupos
estudados na fase aguda (1 semana) e na fase cronica (8 semanas) apés o IM.
A analise estatistica utilizada foi ANOVA 1-via seguida de post hoc de Tukey. *

p< 0,05 vs Sham e # p< 0,05 vs Inf.

4.1.1 Analise das Correlagées entre a pressao diastolica final no VE e os
dados ponderais

Foram construidas relacbes entre a PDfVE e os dados ponderais de
peso corporal e das razdées peso do VD e peso corporal, peso do pulméo e
peso corporal. Os resultados da figura 10 (a e b) mostram as correlagbes entre
a PDfVE e o peso corporal dos animais. Tais correlacbes foram
significativamente negativas tanto a uma quanto a oitos semanas, indicando
que o aumento da PDfVE correlaciona-se negativamente com a diminuigdo do
peso corporal, muito embora, o peso corporal entre os grupos a oito semanas

nao apresentasse diferencga estatisticamente significante.



48

’ 8 semanas
A semana B F=0181
- 2= 0,313 500 p<0,05n=23
5 p<0£l5n=27 @ o m]
e e g 400- o of O
— - (]
8. 250 35 a g — DD
b h O B O 300 m
o (] (3]
o o o o
o 2001 - @ O
@ o 200-
o
150-
I T T 1
0 10 20 0 10 20 30
PDAE (mmHg)

PDOVE (mmHg)

Figura 10 — Correlagao entre a pressao diastdlica final no ventriculo esquerdo

(PDfVE) e o peso de todos os animais.

As correlacoes de PDfVE e razao peso do VD/PC estao representadas

na figura 11 (a e b) e mostram que apenas a oito semanas o aumento da

PDfVE se correlacionou com a hipertrofia do VD.
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Figura 11- Correlacao entre a pressao diastdlica final no ventriculo esquerdo

(PDfVE) e a razao peso do ventriculo direito e peso corporal (VD/PC) de todos

0S animais.
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O aumento da razdo peso do pulmdo e peso corporal se correlacionou
significativamente com o aumento da pressé&o diastolica final do VE (PDfVE)
apenas apo6s 8 semanas de IM. Na fase aguda do IM esta correlagdo nao foi

observada e este fato se deve a auséncia de congestao pulmonar.
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Figura 12 - Correlagdo entre a pressao diastolica final no ventriculo esquerdo

(PDfVE) e a razédo peso do pulmao e peso corporal (VD/PC) de todos os

animais.

4.2. Medida da area de infarto
Este estudo mostra que os animais infartados com mesma area de

cicatriz podem ou nao desenvolver a IC.
A avaliacdo da area de IM realizada por planimetria mostrou que a

média das areas na fase aguda foram no grupo Inf de 32,4 + 3% e no IC 33,7%
1+ 2% e na fase crénica foi de 26,5 + 1,1% no grupo Inf e 25 + 0,9% no grupo

IC, portanto, ndo houve diferengas entre os grupos a uma, nem tao pouco a 8

semanas apos a cirurgia (figura 13 a e b).
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Figura 13 - Area de cicatriz de infarto medida por planimetria e calculada
como média £+ E.P.M. Para analise estatistica foi utilizada teste t de Student

nao pareado.

O método histoloégico para medir o tamanho da cicatriz de IM foi
realizado apenas nas oito semanas (figura 14). A utilizagdo deste outro método
serviu para avaliar a equivaléncia das técnicas utilizadas, a fim de comprovar
que independente da técnica, os grupos infartados estudados apresentavam
similares tamanhos de cicatriz. Os resultados sdo demonstrados na figura 14 e
mostram que pelo procedimento histolégico, as areas nao foram
significativamente diferentes, no entanto com o emprego desta técnica a média
das areas de cicatriz em porcentagem foram maiores, obtendo-se os valores de
média de 55,8 + 4,1% e o grupo IC 56 + 2,2% (p=0,8).

Embora haja diferengas nas médias das areas de infarto dependendo da
técnica utilizada, ndo houve diferengas nas areas de cicatriz nos grupos Inf e
IC. Estes resultados denotam a homogeneidade do tamanho da cicatriz de
infarto entre os grupos, mostrando nao ter sido este o fator determinante para a

instalagao da IC.
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Figura 14- Laminas de coragbes de animais, 8 semanas apds infarto do
miocardio, coradas com picrosirius red (corte de 5 pym). A direita, area de
cicatriz do animal infartado sem insuficiéncia (Inf) e a esquerda do animal

infartado com insuficiéncia (IC).

®
g

o
<

Area de Cicatriz (%)
N D
e °

(=}
L

Inf IC

Figura 15 - Area de cicatriz oito semanas apds cirurgia para indugdo do IM
medida por histologia (coloragcdo com picrosirius red) resultados estéo
expressos como meédia + E.P.M. e para analise estatistica foi empregado o

teste t de Student ndo pareado.
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4.3 Estudos in vitro da mecanica dos ventriculos

Os ventriculos direito dos grupos Sham, Inf e IC foram submetidos a
avaliacdo da contratilidade in vitro. Para a realizacdo deste estudo foram
retiradas tiras longitudinais do VD cujas médias de pesos estdo demonstrados

na tabela 2.

4.3.1 Potenciacao Po6s Pausa

Apoés estabilizagao das preparacdes, os musculos foram submetidos as
manobras experimentais. O primeiro protocolo utilizado para a avaliagdo da
forga contratil foi a potenciagdo pés-pausa (PPP). A primeira contragdo apés
uma pausa na estimulagcao elétrica é potencializada em relagdo as contracdes
precedentes (Vassallo et al.,1995). A figura 16 representa a forga relativa nos
diferentes tempos de pausa das tiras do VD a uma e oito semanas apos IM.

ApoOs uma semana de infarto o grupo IC apresentou menor PPP relativa
apos 15 segundos de pausa em comparagao ao grupo Inf. Nos demais tempos
de pausa, nao houve diferengas estatisticamente significante entre os grupos.

A oito semanas de IM, a PPP relativa ndo foi diferente entre os grupos
estudados (figura 16).

Os dados de forca desenvolvida foram calculadas a partir de
porcentagem em que o primeiro tempo de pausa (15 s) foi considerado 100%
de forga e o incremento da forga em resposta a ultima pausa foi calculado.
Estes resultados estdo demonstrados na figura 17 e mostram que n&o houve
diferenga estatisticamente significante entre os grupos avaliados. Outra analise
possivel através destes resultados foi a auséncia da PPP em tiras de VD nos
trés grupos avaliados tanto a uma quanto a oito semanas do IM. A média da
forca desenvolvida foi de 114,4 + 2,9 no Sham, 107,2 + 3,2 no Infe 119 £ 9,2
no IC a uma semana e a oito semanas foi de 123 + 5,8 no Sham, 110 £ 4,1 no
Infe 106,2 £ 3,6 no IC.
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Figura 16 - Potenciagcdo pods-pausa (PPP) em tiras de ventriculo direito dos
grupos com frequéncia de estimulacédo de 0,5 Hz e Ca®" 1,25 mM. Dados
representados como média + EPM. Para analise estatistica ANOVA duas vias e
teste post hoc de Bonferroni. * p<0,05 vs Sham; # p<0,05 vs Inf.
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Figura 17 - Forca desenvolvida calculada pela porcentagem de forga na ultima
pausa (120s) e na primeira pausa (15s). Dados representados como média *

EPM. Para analise estatistica ANOVA uma via e teste post hoc de Tukey.

4.3.2 Curva concentragao-resposta ao Calcio

As concentragdes extracelulares de CaCl, foram adicionadas ao banho
das preparagdes de tiras de VD. A figura 18 a e b demonstra um aumento
progressivo de forga nas tiras de VD dos grupos estudados.

Na fase aguda (uma semana) do IM a resposta inotropica ao calcio foi
menor no grupo Inf em comparagdo ao Sham nas concentragdes de 2,5 e
3,75mM de CaCl,. As médias de forca na concentracao de 2,5 mM de CaCl,
foram de 186,4 + 8,3 no Sham, 135,2 £ 11,7 no Inf e 158,8 + 13,1 no IC. O
grupo IC n&o apresentou diferengas estatisticamente significante dos grupos Inf
e Sham em nenhum ponto da curva de Ca*".

A resposta inotropica ao calcio se manteve preservada no grupo Inf e
prejudicada no grupo IC na fase crénica (oito semanas) ao IM e as médias de
forca na concentragao de 2,5 mM de CaCl, foram de 157,2 + 18,4 no Sham,
138,8 £+ 17,3 no Infe 62,5 + 10,3 no IC.
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Figura 18: Resposta inotropica (g/mg) a concentragbes crescentes de CaCl,
(0,62; 1,25; 2,5 e 3,75 mM) em tiras de ventriculo direito Os dados séao
expressos como média £+ EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA

duas vias e post hoc de Bonferroni. * p<0,05 vs Sham; #p< 0,05 vs Inf.
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4.3.3. Curva concentragao-resposta ao Isoproterenol

Para avaliar a resposta B-adrenérgica, foram utilizadas concentragdes
crescentes e cumulativas de Isoproterenol (10°, 10%, 107, 10, 10° e 10* M)
nos trés grupos. A figura 19 a e b mostra os valores de forga nas tiras de
ventriculo direito.

Na fase aguda ao IM, o grupo Inf apresentou prejuizo da forga em
relacdo aos demais e o grupo IC mostrou uma resposta inotrdpica positiva (em
resposta ao agonista B-adrenérgico) semelhante ao controle. A média de forga
em resposta a 10° M de Isoproterenol foi de 145,1 + 9,9 no Sham, 108,4 + 10,8
no Infe 166 + 12 no IC.

Oito semanas apdés IM a resposta inotrdpica estava prejudicada no grupo
IC e preservada no grupo Inf. A média de forca em resposta a 10° M de
Isoproterenol foi de 149,4 + 14 no Sham, 137,2 £+ 18,7 no Infe 58 + 8,1 no IC.
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Figura 19 - Forca em g/mg em tiras de ventriculo direito em resposta a
concentragdes crescentes de isoproterenol nos grupos a uma e oito semanas
apoés IM. Dados sao expressos como média + EPM. Para analise estatistica foi
utilizada ANOVA duas vias com post hoc de Bonferroni. * p<0,05 vs Sham; #
p<0,05 vs Inf; + p< 0,05 vs IC.
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4.4. Avaliacao das correlagoes da forga com os indicadores de IC

As correlagcdes entre a forga na tiras dos ventriculos direito em resposta
a 5.10°M de lIsoproterenol e a PDfVE, a hipertrofia do VD (VD/PC) e a
congestdo pulmonar (PP/PC) foram avaliadas umas vez que estes séo
considerados sinalizadores de IC.

A figura 20-b demonstra a correlagdo negativa entre a forga nas tiras de
VD dos grupos estudados e a PDfVE na fase cronica do IM. Por outro lado,

houve correlagao positiva entre estas variaveis a uma semana do IM (figura 20-

a).
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Figura 20 — Correlacdes entre a forca desenvolvida em tiras isoladas de VD
em resposta a concentracdo de 10° M de Isoproterenol e a pressio diastdlica

final no ventriculo esquerdo (PDfVE).
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Figura 21 — Correlagdes entre a forca em resposta a concentragao de 10° M

de Isoproterenol e a peso do ventriculo direito e peso corporal (VD/PC).
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Figura 22- Correlagdes entre a forga em resposta a concentragéo de 10°M de

Isoproterenol e a razdo peso do pulmé&o e peso corporal (PP/PC).

4.5 Avaliagio das Proteinas Envolvidas no Transiente de Ca*

Os niveis protéicos da SERCA-2a, fosfolambam, fosfolambam

fosforilada na serina 16 e trocador Na*/Ca?* foram avaliados nos grupos Sham,
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Inf e IC. A analise do nivel de expressao das proteinas foi realizada através da

corregao pelo GAPDH.

O conteudo de SERCA-2a detectado nos ventriculos direitos dos grupos
Sham, Inf e IC nao foi diferente na fase aguda do IM (média do Sham=1,03+
0,11; Inf= 0,87 + 0,08 e IC= 0,69 £ 0,13)(figura 23-a). A oito semanas do IM, o
conteudo da SERCA-2a no ventriculo direito foi maior no grupo Inf em
comparagao ao Sham e IC, com expressao protéica de 1,8+0,06 neste grupo,
enquanto que o Sham apresentou 0,81+0,05 e o IC 0,81£0,1 (p<0,05), como

mostrado na figura 23-b.

A figura 24 mostra os niveis de fosfolambam total nos ventriculos
estudados. Na fase aguda, esta proteina foi numericamente semelhante entre
os grupos infartados e Sham (média Sham=0,9 £ 0,09; Inf=0,9 + 0,1; IC=1 %
0,08; p > 0,05). Ja a oito semanas do IM, os niveis de fosfolambam total no
ventriculo direito foram maiores no grupo Inf em comparagcdo aos demais,
sendo que o grupo Inf apresentou 1,4 £ 0,1, o Sham 1,0+ 0,04 e o0 IC 1,0
0,09 (p<0,05).

A razdo da expressdo SERCA-2a/fosfolambam é uma indicadora do
fluxo normal de Ca?* envolvido na contratilidade do midcito. Como pode ser
avaliado na figura 25-a esta razéo foi menor no grupo IC em comparagao ao
Sham e Inf na fase aguda ao IM (média Sham=1,2 £ 0,1; Inf=1+ 0,1; IC=0,6
0,1). Esta raz&o foi também calculada na fase cronica ao IM e mostrou-se
numericamente maior no grupo Inf em relacdo aos demais grupos (média
Sham=0,8 £ 0,1; Inf= 1,3+ 0,1; IC= 0,9 £ 0,09).
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Figura 23: Expressao protéica da SERCA-2a em ventriculos direito dos grupos
a uma semana (A) e oito semanas (B) ap6s IM. Dados expressos como média
+ EPM. A analise estatistica foi realizada com ANOVA 1 via e post hoc de
Tukey. *p<0,05 Inf vs Sham; + p<0,05 Inf vs IC.
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Figura 24: Expressao protéica da fosfolambam (PLB) em ventriculos direito
uma semana (A) e oito semanas apods cirurgia de oclusdo da coronaria. Dados
expressos como média £ EPM. A analise estatistica foi realizada com ANOVA

1 via e post hoc de Tukey. *p<0,05 Inf vs Sham; + p<0,05 Inf vs IC.
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Figura 25 - Raz&o da expressdo protéica da Serca-2a e fosfolambam total
(Serca-2a/PLB) em ventriculos direito dos grupos uma semana (A) e oito
semanas (B) apds cirurgia de oclusao da coronaria. Dados expressos como
média £ EPM. A analise estatistica foi realizada com ANOVA 1 via e post hoc
de Tukey. *p<0,05 Inf vs Sham; + p<0,05 Inf vs IC.
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Na fase inicial do IM, ndo houve diferenca na expressao da fosfolambam
fosforilada na serina-16 entre os grupos. No entanto, a expressdo deste
proteina foi menor no grupo IC em comparagdo ao Sham, mas nao foi diferente
do grupo Inf (Sham: 1,0+0,13, Inf: 0,91+0,14, IC: 0,55£0,11; p<0,05) a oito

semanas do IM, como pode-se observar na figura 25 aeb.
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Figura 26 - Express3o protéica da fosfolambam (PLBP) fosforilada na serina 16
em ventriculos direito dos grupos a uma e oito semanas do IM. Dados
expressos como meédia £ EPM. A analise estatistica foi realizada com ANOVA

1 via e post hoc de Tukey. *p<0,05.
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A razdo SERCA-2a/fosfolambam fostorilada n&o foi diferente entre os
grupos infartados e Sham a uma semana. Por outro lado, a oito semanas do

IM, esta razao foi maior no grupo infartado sem insuficiéncia (figura 26 a e b).
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Figura 27 - Razdo da expressdo protéica da Serca-2a e fosfolambam

fosforilada na serina 16 (Serca-2a/PLB") em ventriculos direito dos grupos uma
e oito semanas apos IM. Dados expressos como média + EPM. A analise
estatistica foi realizada com ANOVA 1 via e post hoc de Tukey. *p<0,05 vs
Sham; +p<0,05 vs IC.
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Os grupos avaliados ndo cursaram com alteragdes na expressao do
trocador Na*/Ca?* tanto no ventriculo direito a uma quanto a oito semanas de
IM (figura 28).

A analise da razdo SERCA-2a e trocador Na*/Ca?* estima a carga de
Ca?* do reticulo sarcoplasmatico e a velocidade no decaimento de Ca®"
diastdlico. A figura 29 mostra menor razdo SERCA-2a/NCX nos grupos
infartados da fase aguda e por outro lado, o aumento desta razdo em
ventriculos direito do grupo Inf em comparagdo ao grupo Sham e IC na fase

crénica ao IM.
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Figura 28- Expressdo protéica do trocador Na*/Ca?* (NCX) em ventriculos
direito dos grupos uma e oito semanas apoés IM. Dados expressos como média
+ EPM. A analise estatistica foi realizada com ANOVA 1 via e post hoc de

Tukey.
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Figura 29- Razdo da expressdo protéica da Serca-2a e Trocador
Na*/Ca®*(Serca-2a/NCX) em ventriculos direito dos grupos uma semana (A) e
oito semanas (B) ap6s a oclusao da coronaria. Dados expressos como média +
EPM. A analise estatistica foi realizada com ANOVA 1 via e post hoc de Tukey.
* p<0,05 Inf vs Sham; + p<0,05 Inf vs IC.
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4.6. Avaliacao das correlagoes dos sinalizadores de IC e a area de cicatriz

A area de infarto medida através da planimetria apds a visualizagao da
area de cicatriz por transluminacao, foi correlacionada com os sinalizadores de
IC (PDfVE, VD/PC e PP/PC). Esta analise teve como objetivo avaliar se o
tamanho do IM predisp6s o desenvolvimento da IC. Conforme analisado na
figura 30, ndo houve correlagéo significante entre os sinalizadores da IC e o
tamanho da area de infarto. Entretanto, no presente estudo o tamanho da

cicatriz de infarto n&o foi um fator determinante para a instalagao da IC.
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Figura 30 - Correlagcdes entre os sinalizadores de IC e area de cicatriz de
infarto medida por planimetria (%). Correlagcdo entre PDfVE (A), peso do
ventriculo direito e peso corporal (B), peso do pulmao e peso corporal (C) e e
area de cicatriz medida por planimetria (%) na fase aguda do IM (1 semana);
Correlagédo entre PDfVE (D), peso do ventriculo direito e peso corporal (E),
peso do pulmdo e peso corporal (F) e area de cicatriz infarto medida por

planimetria (%) na fase cronica do IM (8 semanas). Nao houve correlagao entre

os dados analisados.
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5. DISCUSSAO

Ha muito tem se destacado na literatura a importancia de se avaliar os
danos do ventriculo esquerdo causado pela IC (Pfeffer et al., 1979; Pfeffer et
al., 1984; Anversa et al., 1985). No entanto, menos atencéo tem sido dada ao
ventriculo direito cujo bombeamento se restringe a apenas um 6rgao, sua
camada muscular ser menor do que lado esquerdo e por estar menos
envolvido em doengas em comparagédo ao ventriculo esquerdo. O ventriculo
direito vem sendo considerado apenas como vitima do processo patolégico que
afeta todo sistema cardiovascular sendo seu papel secundario nas doencas
cardiacas (Camapana et al., 2004; Voelkel et al., 2008). Consequentemente,
pouco tem se avaliado in vitro as modificagdes funcionais desta camara
ventricular na IC. Sabe-se que o aumento da pressao de enchimento do
ventriculo direito esta associado a sinais de deterioragcdo ventricular e de
reducdo da sua contratilidade direita (Campana et al., 2004). Com isso, o
presente estudo teve como proposta avaliar a contratilidade do ventriculo
direito em ratos nas fases inicial (1 semana) e tardia (8 semanas) apos infarto
agudo do miocardio, em animais que apresentem ou nao sinais de IC com
mesma area de cicatriz.

O principal resultado obtido neste trabalho é que o prejuizo da forga
contratil em ventriculos direito esta presente na IC apenas na fase tardia apods
infarto do miocardio. Na fase aguda, mesmo animais que demonstram sinais
claros de IC, ainda mantém preservada a fung¢do ventricular direita in vitro.
Estes resultados demonstram que o tamanho da cicatriz do infarto ndo foi o
fator determinante de tais alteracbes e a area cicatriz de infarto ndo se
correlacionou com os sinalizadores de IC (PDfVE, aumento da razdo peso do
pulmé&o e peso corporal e aumento da razao peso do ventriculo direito e peso
corporal) nem com a contratilidade do ventriculo direito.

Pfeffer et al., em 1979 descreveram em um estudo que variagdes no
tamanho da area de cicatriz de infarto causavam heterogeneidade na descrigao
das alteragdes hemodinamicas no ventriculo esquerdo apds a injuria. Enquanto
0s animais com pequenas areas de infarto (menor que 30%) néo apresentaram

aumento da PDfVE, aqueles com grandes areas (maior que 45%)
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apresentaram aumento desta pressdo intraventricular. Nas cicatrizes de
tamanho moderado havia uma maior dispersdo dos valores de PDfVE. E certo
que a oclusdao da artéria coronaria pode provocar infartos de diferentes
tamanhos na parede livre do ventriculo esquerdo. No presente estudo, os
animais infartados apresentaram area de cicatriz entre 30 a 45 % do ventriculo
esquerdo e mesmo assim foi possivel detectar essa mesma dispersao de
valores de PDfVE tanto uma quanto oito semanas apds o infarto do miocardio.
Dentro destes dois grupos infartados com similares areas de cicatriz,
60% dos animais apresentaram preservados os valores da PDfVE e 40 %
apresentaram aumento destes valores. Segundo Anversa et al.,, (1985), a
PDfVE acima de 15 mmHg é um fator determinante para se comprovar a
instalacdo da IC apés infarto do miocardio. O aumento da PDfVE representa
um maior estiramento da camara ventricular no periodo da diastole para que o
débito cardiaco seja mantido normal. Consequentemente, essa alteragéo
acarreta faléncia da bomba cardiaca num estagio mais avangado da IC
(Mueller et al., 2002). A insuficiéncia ventricular esquerda apos infarto do
miocardio esta associada com a elevagao da pressido ventricular direita e
hipertrofia do ventriculo direito (Anversa et al., 1985). Quando a pressao de
enchimento ventricular esquerda se eleva, a pressao sistolica ventricular direita
aumenta para manter o gradiente de pressdo para o leito pulmonar. Em
modelos de animais insuficientes nota-se a hipertrofia do ventriculo direito
acompanhada do aumento da PDfVE (Norman & Coers, 1960; Pfeffer 1979).
Neste estudo, o grupo classificado como insuficiente foi aquele que
apresentou aumento da PDfVE na fase inicial e tardia do infarto do miocardio.
Associado ao aumento da PDfVE o grupo IC de 8 semanas apresentou
hipertrofia ventricular direita, o que poéde ser constatado pelo aumento da razéo
peso do ventriculo direito e peso corporal. No entanto, os infartados sem IC
mantiveram seus valores pressoéricos € nao apresentaram hipertrofia da
camara direita. Este dado sugere uma repercussdo do lado direito causado
pela faléncia do lado esquerdo do coragao. Ademais, verifica-se a preservacao
da camara direita apds o infarto do miocardio quando a PDfVE esta também
preservada. Por outro lado, na fase aguda ao infarto do miocardio, néo foi

detectado a hipertrofia ventricular direita associada ao aumento da PDfVE.
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A hipertrofia ventricular direita € um dos indicadores da instalagéo e
evolugdo da IC (Davidoff et al., 2004; Pereira et al., 2005) e a ela esta
associada a disfungdo do ventriculo direito em consequéncia da sobrecarga
pressérica na camara esquerda, o que indica, de acordo com este estudo,
serem as alteragcdes presentes no ventriculo direito bons indicadores do
comprometimento da IC na fase tardia do infarto do miocardio. Por outro lado,
0s animais que nao desenvolveram hipertrofia direita apdés os 60 dias de
infarto, mantiveram a funcao ventricular desta camara.

A eficiéncia do coragdo como bomba é influenciada pela
interdependéncia das fung¢des normais do ventriculo direito e esquerdo. Os
débitos dos ventriculos direito e esquerdo sao inicialmente determinados pela
interacdo entre a pré e pos-carga ventriculares e o estado contratil do
miocardio (Sathish et al., 2006). Alguns estudos tém mostrado que a medida da
fracdo de ejegdo ventricular direita € um progndstico independente da
severidade da IC em humanos (Di Salvo et al., 1995; Groote et al., 1998;
Zornoff et al., 2002; Voelkel et al., 2006). No entanto, a avaliagdo da fung&o do
ventriculo direito, frequentemente negligenciada na clinica, pode demonstrar o
risco da mortalidade por IC nesta populagédo (Zornoff et al., 2002). A disfungao
ventricular direita ocasionada em decorréncia da insuficiéncia ventricular
esquerda cronica leva a inabilidade na manutengcdo do fluxo de sangue
requerido para manter a pré-carga do ventriculo esquerdo adequada. Fica
evidente que a funcado ventricular direita pode se tornar a via final na
progressao da IC sendo esta fungdo uma indicadora bem sensivel de um pior
diagndstico apds o infarto do miocardio (Voelkel et al., 2008). Os resultados
apresentados neste estudo demonstram que a disfungado do ventriculo direito
em animais insuficientes apenas se manifestou tardiamente. Sendo assim, na
fase mais precoce apos o infarto do miocardio, os animais com aumento da
PDfVE, classificados assim como insuficientes, mantiveram a funcido contratil
do ventriculo direito preservada.

O presente estudo correlacionou a diminuicdo da for¢a durante uma
intervencado inotropica com a hipertrofia do ventriculo direito. Os resultados
demonstraram que quanto maior a hipertrofia ventricular direita, menor a forca
desenvolvida pelos ventriculos direito dos grupos estudados oito semanas apés

infarto do miocardio. Neste estudo nao foi possivel detectar hipertrofia no
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grupo 7 dias. Realmente, varios estudos tém mostrado o surgimento da
hipertrofia ventricular direita em uma fase mais tardia, como trés semanas apos
infarto do miocardio (Pffefer et al. 1985; Anversa et al. 1985; Azfal & Dhalla
1992; Nahrendorf et al., 2003). No entanto, a uma semana, o peso do
ventriculo direito se mantém como nos animais controle (Wang et al., 2003)
indicando a auséncia do desenvolvimento da hipertrofia cardiaca direita na fase
inicial do infarto do miocardio (Pfeffer et al., 1991).

A habilidade do ventriculo esquerdo em bombear o sangue sob
pressdes adequadas esta relacionada com a quantidade de tecido conectivo
envolvido no remodelamento apds o infarto do miocardio (Pfeffer et al., 1979).
A necrose seguida do infarto do miocardio causa perda tecidual no ventriculo
esquerdo e um processo reparativo € iniciado rapidamente para reconstruir o
miocardio infartado e manter a integridade estrutural do ventriculo. No caso de
grandes infartos transmurais, a area pericicatricial € envolvida por tecido fibroso
contribuindo entdo para o remodelamento do tecido remoto ao infarto do
miocardio (Sun & Weber, 2000). A perda tecidual na area de cicatriz leva a uma
resposta  hipertréfica no  miocardio  sobrevivente resultando em
aproximadamente 80% da reposi¢ao do tecido necroético (Anversa et al., 1985).
Umas das manifestacbes do remodelamento cardiaco apds infarto do
miocardio s&do alteragbes no tamanho e massa do coragédo (Zornoff et al.,
2008).

No presente estudo o aumento razdo entre o peso do ventriculo
esquerdo e o peso corporal na fase tardia apés o infarto do miocardio em
animais insuficientes indicaria o processo de remodelamento sofrido neste
grupo. Os animais livres de insuficiéncia, porém infartados ndo apresentaram
aumento da razao entre o peso do ventriculo esquerdo e o peso corporal.

Na fase inicial do infarto do miocardio observamos a diminuicdo da
razdo entre o peso do ventriculo esquerdo e o peso corporal nos animais
insuficientes, porém o mesmo nao foi notado no grupo livre de insuficiéncia.
Considerando este achado, pode-se sugerir o inicio do processo de
remodelamento ventricular no coracao insuficiente, mas ndo naqueles livres de
insuficiéncia. Esta consideragdo pode ser justificada pelo fato de que na fase
inicial do infarto do miocardio ha um afilamento e o crescimento da parede

infartada, perda de tecido muscular e consequentemente expansao do infarto



76

do miocardio (Zornoff et al., 2008). Este processo ocorre dentro de horas apos
a injuria antes mesmo de ocorrer a deposi¢cdo de colageno, a proliferacéo de
fibroblastos e o aumento do volume ventricular, sendo estes considerados
fatores adaptativos que participam efetivamente do remodelamento ventricular
(Pfeffer & Braunwald 1990).

Um dos parametros utilizados neste estudo para a avaliacdo da resposta
contratil dos ventriculos foi a primeira contragdo apdés a pausa no estimulo
elétrico, que indiretamente avalia o movimento de Ca?* decorrente da
captacdo, armazenamento e liberacdo de Ca®" do RS. As contragdes apos
pausas no estimulo elétrico sdo potencializadas em consequéncia do acumulo
de Ca?" dentro do RS durante este periodo, ocasionando maior liberacao deste
ion que se acumulou quando o estimulo novamente é deflagrado para gerar a
contragao (Mill et al., 1992; Vassallo et al., 1988).

A funcdo do RS é de grande importéncia para o movimento de Ca®* no
miécito e consequentemente para a funcdo mecanica cardiaca. Além da
contracédo ser dependente de Ca?", grande parte do Ca®" removido do citosol &
recaptado pela SERCA-2a promovendo o relaxamento durante a diastole
cardiaca. Um achado comum na literatura € que em coracgdes insuficientes,
tanto de humanos quanto de animais experimentais, existe uma contribuicdo
menor do RS para o acoplamento excitagdo-contracdo em decorréncia de
alteracdes nas proteinas envolvidas na fungcdo do RS ou por alteragdes na sua
carga de Ca** (Pieske et al., 2002; Carvalho et al., 2006; Pinto et al., 2007).

Neste estudo, a potenciacdo pdés pausa foi menor na fase inicial apos
infarto do miocardio no grupo insuficiente apenas na pausa de curta duragao
(15 segundos). Na fase tardia, nao houve diferenga entre os grupos estudados.
A média de forga desenvolvida calculada entre a ultima e a primeira pausa
também nao foi diferente entre os grupos. Apesar destes achados n&o serem
esclarecedores, € importante notar que o ventriculo direito ndo é capaz de
responder efetivamente a pausa no estimulo elétrico. Sathish et al., (2007)
demonstraram diferengas entre o ventriculo direito e o ventriculo esquerdo na
freqiiéncia de recaptagdo Ca®* pelo RS em coracdes de ratos saudaveis. Os
resultados destes pesquisadores mostraram que a taxa de recaptacéo de Ca®

pelo RS é quatro vezes menor no ventriculo direito em comparacdo ao
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ventriculo esquerdo, apesar das duas camaras apresentarem similares
expressoes de SERCA-2a.

Ao avaliar a forga desenvolvida na presengca de concentragoes
crescentes de Ca®' foi observado que houve prejuizo contratil do ventriculo
direito apenas no grupo infartado com IC, mas foi normal naqueles sem a
doenca oito semanas ap6és infarto do miocardio. Ja, uma semana o infarto,
houve o prejuizo da resposta inotropica positiva apenas nos animais infartados
sem IC em comparagado ao controle nas ultimas concentragbes de calcio (2,5
mM e 3,75 mM). Diferente do que foi observado na fase tardia, uma semana
apos infarto a resposta inotrépica positiva do grupo IC esteve preservada.

Afzal & Dhalla (1992) mediram a captagdo de Ca®* pelo RS em
ventriculos direito de animais infartados com IC e seus resultados mostraram
um aumento na captacao deste ion nestes animais em comparagao ao controle
a 4 semanas do infarto do miocardio com uma diminui¢do progressiva nesta
taxa de captacao 8 e 16 semanas apos infarto do miocardio. Portanto, estes
pesquisadores relataram uma hiperfuncionalidade do ventriculo direito
associada a maior captacdo de Ca®**, o que corrobora os resultados do
presente estudo.

Na fase inicial do infarto do miocardio (uma semana) foi encontrada
diminuicdo da resposta contratil na camara ventricular direita a intervengdes
inotropicas positivas no grupo infartado sem IC e preservacéo destas respostas
no infartado com IC. Mas, a expressao da SERCA-2a néo foi diferente entre os
grupos estudados.

As mudancgas no transiente de Ca®" exercem um papel importante na
deterioragdo progressiva do midcito vista na IC. A sobrecarga diastélica de
Ca’* explicada pela dificuldade de recaptacdo para os estoques intracelulares é
uma das formas pela qual a quantidade e o transiente de Ca** tornam-se
prejudicados nesta doenga. Em modelos de insuficiéncia estudados é comum
observar que o declinio do Ca?" intracelular é lento contribuindo para uma
disfungao diastdlica (Bers, 2006). Varios estudos atribuem este fato a reducgéo
da atividade da SERCA-2a sendo esta uma caracteristica da IC (Bers et al.,
2003; Bers, 2006; Inesi et al., 2008).

A partir do protocolo experimental em que concentracbes crescentes de

Ca®* foram adicionadas a perfusdo dos musculos estudados, pode-se avaliar a
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resposta inotropica destas preparacbes. Como esperado, o aumento da
concentragdo do calcio extracelular promoveu efeito inotropico positivo em
todos os grupos. Entretanto, este aumento foi menor no grupo com IC oito
semanas apos o infarto do miocardio. Tais resultados sugerem que o ventriculo
direito do grupo infarto sem insuficiéncia mantém o balango de Ca®, e assim, a
contratilidade, a custa de aumento na expressao da SERCA-2a. Na fase inicial,
1 semana ap6s infarto do miocardio, o incremento da forga foi menor no grupo
Inf, mas ndo no IC. No entanto, a expressao protéica da SERCA-2a néo foi
diferente entre os grupos.

O transporte de Ca?* mediado pela SERCA-2a é responsavel por manter
o relaxamento muscular e os estoques de Ca?" do RS, por isso, sua fungao tem
sido extensivamente estudada na IC através da utilizacdo de modelos animais
e de tecidos humanos no estagio final da doenga (Periasamy et al., 2007).
Entretanto, alguns estudos demonstram que a expressdo desta proteina no
ventriculo esquerdo esta inalterada (Frank et al., 2003; Couchounnal &
Anderson 2008), apesar da reducao na recaptacao de Ca" pelo RS, enquanto
outros tém mostrado diminuigdo na sua expressao (Schwinger et al., 1999;
Netticadan et al., 2000; Sande et al., 2002; Bassani & Bassani 2005;
Armoundas et al., 2006; Lenhart et al., 2009). Apesar dos estudos serem pouco
esclarecedores, sabe-se que a superexpressdao da SERCA-2a esta associada
com a melhora da fungao contratil em modelos de animais e em humanos com
IC, o que permite inferir o grande envolvimento desta proteina na disfungao
cardiaca oriunda da instalagédo da insuficiéncia (Hajjar et al., 1997; Baartscheer
2001; Bassani & Bassani 2005; Maier et al., 2005). Maier et al., (2005)
encontraram o aumento do contetido de Ca®* do RS em ratos transgénicos que
superexpressaram a SERCA-2a e os mesmos apresentaram um melhor
desempenho contratil. Contudo, a superexpressao da SERCA-2a foi atribuida
ao maior contetido de Ca®* do RS, que por sua vez, leva ao aumento da
liberacao deste ion durante a contragdo. Ademais, o maior conteudo de Ca®"do
RS representa um mecanismo importante envolvido no aumento da reserva
inotropica dos midcitos (Maier et al., 2005).

Hasenfuss et al., (1999) estudaram dois grupos de pacientes com IC na
fase tardia. Um grupo apresentou fungdo diastdlica normal e neste foi visto

aumento da expressdo do trocador Na‘/Ca®" e redugdo na expressdo da
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SERCA-2a. O outro grupo de pacientes apresentou disfuncdo diastdlica e
menor expressdao da SERCA-2a, sem alteragdo da expressdo do trocador
Na*/Ca?*. Portanto, a discriminacdo do miocardio humano insuficiente de
acordo com as diferengas na funcao diastélica resulta em subgrupos com
diferengas consideraveis na expressao das proteinas envolvida no transiente
de Ca?*. No entanto, ambos os grupos estao associados com uma diminui¢cao
do Ca?* disponivel durante a sistole e com o prejuizo da fungéo sistdlica.

Os resultados apresentados neste estudo mostram que a expressao do
trocador Na*/Ca?* esta inalterada no ventriculo direito dos grupos estudados
tanto na fase inicial quanto na fase tardia do infarto do miocardio. Estes
resultados n&o foram efetivamente concordantes com o estudo de Hasenfuss
et al, (1999), muito embora, ha outros estudos que nado detectaram
modificagdes na expressao desta proteina na IC (Piacentino et al., 2003;
Armoundas et al., 2006; Carvalho et al.,2006; Diedrichs et al., 2007).

No protocolo realizado para a avaliagdo da resposta inotropica B-
adrenérgica observou-se resultados bem semelhantes aos encontrados com a
curva de Ca*". O inotropismo positivo do grupo insuficiente oito semanas apés
infarto foi menor do que os demais, enquanto que no grupo infartado, sem
insuficiéncia, a forga foi preservada como no grupo controle. Na fase mais
precoce apos o infarto do miocardio, houve preservagcao da resposta [3-
adrenérgica no grupo insuficiente, enquanto que no grupo infartado, sem
insuficiéncia, houve diminuicdo da forgca em comparacao aos demais.

O aumento na geragcdo de forga com o estimulo B-adrenérgico é
consequéncia do aumento do influxo de Cca? pelo sarcolema e também pelo
RS. Em condi¢des normais, as catecolaminas, ao se acoplarem aos receptores
B-adrenérgicos, ativam as proteinas Gs que por sua vez estimulam a adenilato
ciclase, aumentando os niveis de AMPc. Em seguida a PKA é ativada e
fosforila as proteinas que permitem o aumento do Ca?" citosolico como os
canais de Ca®* tipo-L, os receptores de rianodina e as proteinas regulatérias da
contracdo, como a Tnl e a fosfolambam que participam do processo de
relaxamento do miocardio (Lohse et al., 2003).

Tem sido demonstrado que na fase aguda apds infarto do miocardio, o
aumento das respostas cronotropica e inotropica pode ser explicado pela maior

estimulacdo dos receptores adrenérgicos em fungdo do aumento das
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catecolaminas circulantes. Este fato tende a manter a funcdo da bomba
cardiaca frente a perda abrupta do tecido contratil (Pfeffer & Braunwald 1990).
Contudo, estes mecanismos compensatérios agudos podem se tornar
inadequados, ja que o aumento da atividade simpatica leva a dessensibilizagao
de B-adrenoceptores e, consequentemente, sua downregulation (White et al.,
2000).

Com os resultados encontrados neste trabalho, pode-se observar que o
ventriculo direito do rato com IC mantém a resposta inotropica frente a ativacao
B-adrenérgica na fase aguda, mas, ndo na fase cronica apds infarto do
miocardio. No entanto, uma resposta inversa € obtida no grupo infartado livre
de IC. Neste grupo, a resposta B-adrenérgica esta diminuida na fase inicial do
infarto e mantida na fase tardia. Uma explicacdo para a diferenga na
capacidade de resposta inotropica diante de uma ativagao B-adrenérgica entre
os grupos infarto com e sem IC poderia envolver os mecanismos de
upregulation e downregulation regulagdo destes receptores. Milano et al.,
(1994) propuseram que a superexpressao do receptor B-adrenérgico atue
como um mecanismo para melhorar a funcdo cardiaca. No entanto, esta
resposta, tanto em humanos como em camundongos, poderia induzir a
cardiomiopatia ou até mesmo piorar o prognostico desta doencga. Por outro
lado, em camundongos transgénicos que superexpressam estes receptores,
nos quais a via B-adrenérgica foi inibida, houve melhora da fung&o cardiaca e
retardo no remodelamento (Rockman et al., 1998). De fato, nossos resultados
demonstram que na fase inicial apds o infarto do miocardio, a contratilidade foi
mantida no grupo IC, o que poderia ser explicado por um aumento da resposta
adrenérgica. Tal sobrecarga na fase inicial poderia justificar a descompensacéao
da funcdo cardiaca na fase tardia do infarto do miocardio, o que leva a
ineficiéncia da ativagdo adrenérgica nesta fase (Rockman et al., 1998).

Alguns trabalham relatam que o O6xido nitrico (NO), produzido pela
ativacdo da enzima Oxido nitrico sintase induzivel ((NOS), aumenta na fase
aguda ap6s o infarto, o que poderia contribuir para uma queda da contratilidade
do miocardio remanescente (Wildhirt et al., 1995). Estudos prévios realizados
em nosso laboratorio mostraram que a inibicdo da |NOS trés dias apoés infarto,
em ratos com IC, levou ao aumento da resposta inotropica ao isoproterenol em

musculos papilares de ventriculo esquerdo (Pinto et al., 2007). Baseado nesta
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evidéncia, estes autores sugeriram que o aumento na expressao da NOS e na
producdo de NO, poderia reduzir o efeito inotrépico do isoproterenol e como
consequéncia encobrir uma upregulation da via B-adrenérgica. Possivelmente,
o aumento na biodisponibilidade cardiaca de NO apdés o infarto do miocardio
poderia proteger o coragdo na fase inicial da IC agindo com um B-bloqueador
endogeno. O presente estudo mostra uma resposta (3-adrenérgica preservada
no ventriculo direito do grupo IC 7 dias apds infarto. Neste caso, seria
importante investigar se a iNOS nao estaria impedindo o aumento da resposta
B-adrenérgica no ventriculo direito.

Apoés a ativagdo simpatica o alvo primario do AMPc, a proteina quinase
A (PKA), fosforila, dentre outras, a proteina fosfolambam que quando
fosforilada aumenta a atividade da SERCA-2a resultando em recaptacdo de
Ca®* para o RS (Lohse et al., 2003).

A fosfolambam é uma proteina importante na regulagédo da SERCA-2a e
do transporte de Ca’" através da membrana do RS, sendo entdo capaz de
modular o relaxamento do miocardio (Huang, et al., 1999; Hagemann, et al.,
2000). A fosforilagdo da fosfolambam restabelece a funcdo da SERCA-2a
facilitando a captacdo de Ca?* do RS e o relaxamento muscular (Waggoner et
al., 2008). Em seu estado desfosforilado a fosfolambam inibe a SERCA-2a e
uma vez fosforilada pela PKA e pela calcio-calmodulina quinase Il na serina-16
e treonina 17 respectivamente, essa remocao € inibida o que aumenta a
afinidade da SERCA-2a pelo Ca?* (Frank et al., 2003). A fosfolambam
fosforilada na serina-16 foi uma das vias analisadas neste trabalho. A
fosforilagdo desta proteina neste sitio tem sido considerada como pré-requisito
para a sua fosforilagao na treonina 17, além disso, a serina 16 € o principal sitio
de fosforilagdo da fosfolambam em resposta ao aumento nos niveis de AMP
ciclico durante a administracdo de um agonista -adrenérgico e a que esta
mais relacionada com o aumento da contratilidade cardiaca (Huang et al.,
1999; Frank et al., 2003), por isso avaliamos somente a sua expressao.

Foi observado que, oito semanas apds o infarto, a expressao protéica da
fosfolambam fosforilada na serina-16 do grupo infartado livre de insuficiéncia foi
inalterada em comparacdo ao Sham. Uma reducdo da fosforilagdo da
fosfolambam, mediada pela PKA em coragdes insuficientes, pode ser explicada

por mudancgas nos niveis de sinalizacao B-adrenérgica (Zakhary et al., 1999) e
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esta reducao € um importante fator determinante para a menor captacédo de
Ca®* pelo RS na IC ap6s infarto do miocardio (Sande et al., 2001). Tem sido
descrito que o aumento da expressdao da SERCA-2a e valores normais de
fosfolambam fosforilada melhoram a funcdo  ventricular e diminui a
susceptibilidade a arritmias (Prunier et al., 2008; Lenhart et al., 2009). A
preservacdo da fosfolambam fosforilada pode justificar, ao menos na fase
tardia do infarto do miocardio, a preservagao da resposta contratil no grupo
infartado sem insuficiéncia, observada neste estudo. Contudo, na fase inicial do
infarto (1 semana), ndo houve diferenga, entre os grupos, na expressao desta
proteina.

A razdo SERCAZ2a/fosfolambam é um determinante importante da
homeostase de Ca?* no midcito. A diminuicdo desta razdo contribui para o
aumento dos niveis distdlicos de Ca?* levando a disfuncdo cardiaca (Koss &
Kranias, 1996; Lenhart et al., 2009). Esta afirmacao se deve a menor captacéo
de Ca®" para o RS e sua maior extrusdo para o espaco extracelular, o que mais
tarde resultara na deplecéo dos estoques deste ion no RS (Brittsan et al., 2000;
Lenhart et al., 2009).

Brittsan et al., (2000) mostraram que a inibigdo da afinidade da SERCA-
2a pelo Ca®* através da fosfolambam ¢é obtida a partir de niveis de express&o
que sao 2,6 vezes maior da fosfolambam em relacdo a SERCA-2a em ratos.
Em nosso estudo, a razdo SERCA-2a/PLB foi avaliada nos grupos. Na fase
crOnica, apesar dos ventriculos direito do grupo infartado sem insuficiéncia
apresentarem aumento na expressao da fosfolambam total, a SERCA-2a
também foi superexpressada mantendo a razdo SERCA-2a/PLB maior do que
os outros grupos estudados. O aumento na expressao da SERCA-2a em
relagdo a fosfolambam pode ter contribuido para o aumento do transporte de
Ca®* e melhora da funcdo ventricular direita em ratos infartados sem
insuficiéncia na fase tardia do infarto do miocéardio. Por outro lado, na fase
inicial, a fungdo preservada do ventriculo direito no grupo insuficiente nao foi
explicada pelo aumento desta razdo uma vez que a razao SERCA-2a/PLB foi
semelhante entre os grupos.

Além das alteragdbes no inotropismo, a IC também pode vir
acompanhada de mudangas no lusitropismo. O relaxamento do midcito é

mediado pela remocéo de Ca?* do RS através de uma agdo combinada entre
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SERCA-2a e trocador Na'/Ca®*. O trocador Na*/Ca®* colabora para o
relaxamento da célula cardiaca através da extrusdo do Ca?*. Em coracgbes
humanos insuficientes tem sido observado um aumento na expressao do
trocador Na'/Ca®* o que levaria a um maior declinio do Ca®" através da
extrusdo deste ion contribuindo para a deplecao do seu estoque no RS, sendo
este fato agravado pela diminuigdo da expresséo protéica da SERCA-2a (Bers
et al., 2003; Inesi et al., 2008; Mork et al., 2009; Lehnart et al., 2009). No
entanto, estudos em ratos sdo ainda controversos uma vez que ja foi
demonstrado tanto o aumento na expressao do trocador Na*/Ca?* (Bers, 2000;
Diedrichs et al., 2007; Swift et al., 2008) quanto sua expressao inalterada
(Hansefuss et al., 1999; Gomez et al., 2002; Carvalho et al., 2006; Daniels et
al.,, 2007). Apesar das incertezas quanto as mudangas na expressao do
trocador Na*/Ca?* na IC, a razdo SERCA-2a/ trocador Na*/Ca?* (SERCA/NCX)
tem sido utilizada como uma analise mais uniforme nesta doenga (Hasenfuss et
al., 1999; Leszek et al., 2007). Tanto o aumento na expressdo do trocador
Na*/Ca?* quanto a diminuigdo da expressio da SERCA-2a resultam na redugo
do contetido de Ca** do RS, o que diminui a disponibilidade deste ion durante a
ativacdo sistdlica (Hasenfuss et al., 1999). Portanto, a razdo SERCA/NCX
altera-se nas duas condi¢cdes. Nos resultados apresentados neste trabalho, a
expressao do trocador Na*/Ca?* nao foi modificada nem na fase inicial nem na
fase tardia apos o infarto. Muito embora, oito semanas apos o infarto, a razéo
SERCA/NCX apresentou-se aumentada no grupo infartado sem insuficiéncia.
Tais resultados corroboram com a observacdo da preservacdo da funcao
contratil da camara ventricular direita deste grupo, sendo este mais um
indicativo da preservacdo das proteinas envolvidas no transiente de Ca®"
nestes coragoes.

No presente estudo, observou-se que na fase inicial apos infarto, a
expressao das proteinas envolvidas no transiente de Ca’* estava inalterada em
ambos os grupos infartados. Este achado pode sugerir que nesta fase ainda
nao haja modificagdes na expressdo destas proteinas, mesmo mediante a
maior ativagdo simpatica. Estes resultados sugerem que a analise da
expressao destas proteinas envolvidas no transporte de Ca’" n&o seria bom

indicador da instalagao ou nao da IC na fase inicial apds infarto do miocardio.
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Os dados deste estudo mostram também que a contratiidade em
resposta a concentragdo de 10° M de Isoproterenol apresentou uma correlagao
negativa com os sinalizadores da IC na fase tardia do infarto do miocardio,
como o aumento da PDfVE, hipertrofia ventricular direita € aumento da razao
peso do pulmao e peso corporal. No entanto, na fase inicial apds infarto, ndo
houve correlagdo entre a hipertrofia ventricular direita e a razdo peso do
pulmao e peso corporal e a forca exercida pelas tiras de ventriculo direito. Uma
observacao surpreendente foi a correlagao positiva entre a PDfVE e a forca em
resposta & concentragdo de 10° M de Isoproterenol. Realmente, o grupo IC
apresentou maior resposta inotropica (3-adrenérgica, o que explica este achado.
Uma possivel explicagao para este fato seria a maior modulagcédo da via dos
receptores B-adrenérgicos. Muito embora este estudo ndo tenha avaliado a
expressao e a densidade de receptores p-adrenérgicos, os estudo de Milano et
al., (1994) demonstraram aumento da fungao ventricular em camundongos
transgénicos que superexpressaram o receptor 3-adrenérgico.

Tendo em vista todas as respostas obtidas, neste estudo, pode-se
concluir que na fase inicial do infarto o aumento da PDfVE seria um sinalizador
precoce da IC, vez que a funcdo ventricular direita ainda estava preservada.
Outro dado importante foi a correlagdo negativa entre o peso corporal e a
PDfVE presente ja na fase inicial do infarto do miocardio. Em estudos prévios
realizados em nosso laboratério com ratos insuficientes foi demonstrado que a
perda de peso corporal esta associada a presenga de IC uma semana apos
infarto do miocardio. Faria (2009) demonstrou que o peso corporal tem 100%
de sensibilidade e 83,8% de especificidade para detecgao da IC.

Em ventriculos direito de animais infartados sem insuficiéncia, o
aumento da SERCA-2a e expressao inalterada da fosfolambam fosforilada na
serina 16 garantiram a contratiidade normal nestes midcitos, pelo menos na
fase tardia do infarto do miocardio.

Portanto, de acordo com este estudo, na fase inicial do infarto do
miocardio, as expressdes das proteinas envolvidas no transiente de Ca®* ainda
nao estao alteradas tanto no grupo IC quanto no grupo livre de IC. O grupo IC
preservou a resposta contratii nesta fase, porém, o grupo livre de IC

apresentou prejuizo desta resposta.
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Um questionamento plausivel, tendo em vista os resultados obtidos aqui,
seria o motivo da diminuicdo da resposta contratil no grupo infartado livre de IC
aos sete dias apos infarto do miocardio. Outros estudos demonstraram uma
diminuicdo da resposta B-adrenérgica nesta fase (Mill et al. 1990; Stefanon et
al., 1994; Novaes et al., 1996). E possivel que esta reducdo da contratilidade
seja uma adaptacao benéfica frente a hiperatividade simpatica que ocorre na
fase inicial apos infarto do miocardio. Os dados do presente estudo ndao sao
suficientes para a explicacdo deste evento, porém Sathish et al., (2006)
mostraram que em coragdes saudaveis a captacdo de Ca®* pelo RS é mais
lenta no ventriculo direito do que no ventriculo esquerdo. Esta diferenca
baseou-se ndo na menor quantidade de SERCA-2a, mas em maior nimero de
unidades inertes desta bomba de Ca?' na camara ventricular direita, o que
representa mais unidades inibidas pela fosfolambam. Esta inibicado funcional
silenciaria a SERCA-2a no ventriculo direito, sendo esta uma forma de manter
uma grande reserva diastdlica o que protegeria e manteria a fungdo deste
ventriculo frente a um repentino aumento de pés-carga.

Em suma, ainda ha necessidade de aprofundar os estudos para
esclarecer as causas desta dicotomia funcional entre os grupos infartadas com
e sem sinais de IC. O caminho mais provavel seria investigar alguns dos
mecanismos importantes na regulagdo da contratilidade miocardica, os quais
nao foram pesquisados neste trabalho, como as vias de sinalizagdo [3-
adrenérgica, a participagao dos receptores de rianodina, a enzima ;NOS.

Podemos considerar como uma limitagao deste estudo o fato de que a
avaliacdo temporal aqui descrita ndo ter sido realizada no mesmo rato. Para
tanto, a analise da funcao cardiaca deveria ser avaliada com o uso de métodos
nao invasivos, o que permitiria 0 acompanhamento do mesmo animal ao longo
de um periodo de estudo. A técnica de ecocardiografia para pequenos
animais, muito embora possua limitagdes, poderia ser usada para este fim. No
entanto, ainda n&o € possivel avaliar a evolucdo das alteracées das proteinas
relacionadas com o movimento de calcio no mesmo animal, por um método

nao invasivo.
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Oclusao Coronariana Esquerda
INFARTO DO MIOCARDIO

Mesma area de infarto

| 1sEMANA | | 8SEMANAS |
PDfVE PDIVE PDfVE t PDfVE
t Normal tVD/PC Normal
t PP/PC
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PLB t+ SERCA/PLB
PLBP PLBP sem alteragcéo
Sem alteracéao

Figura 31: Diagrama dos resultados. Pressdo Diastdlica final no ventriculo

esquerdo (PDfVE), razdo peso do ventriculo direito e peso corporal (VD/PC),

peso do pulmao e peso corporal (PP/PC), infarto sem insuficiéncia (Inf),

infarto com insuficiéncia (IC).
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6. CONCLUSAO

O principal resultado obtido neste trabalho é que o prejuizo da forga
contratil no ventriculo direito esta presente na insuficiéncia cardiaca apenas na
fase tardia apos infarto do miocardio. Na fase aguda, animais com a PDfVE
aumentada, classificados com insuficientes, preservaram a fungéo ventricular
direita in vitro. Inversamente, nos animais infartados sem sinais de
insuficiéncia, a contratilidade do ventriculo direito estava prejudicada na fase
inicial e preservada na fase tardia apds infarto. A superexpressdo da SERCA-
2a e o aumento da razdo SERCA/NCX, parecem ser fatores importantes para
que os coragdes infartados sem insuficiéncia cardiaca mantenham a
contratilidade do ventriculo direito na fase tardia do IM.

O tamanho da cicatriz do infarto ndo foi o fator determinante do
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca visto que a area de cicatriz de infarto
nao se correlacionou com os sinalizadores de insuficiéncia cardiaca (PDfVE,
aumento da razao peso do pulmao e peso corporal e aumento da razao peso
do ventriculo direito e peso corporal) nem com a contratilidade do ventriculo

direito.
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