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LISTA DE ABREVIATURAS
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MVE - massa do ventriculo esquerdo
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RESUMO

Tavares LR. A acio do digital na fibrose miocardica em modelo experimental

[tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010.

Estudos recentes sobre disfungdo ventricular demonstram o potencial
terapéutico da modulacao da matriz extracelular. Isso se da pela influéncia
que a referida matriz tem sobre a fungao sistélica e a diastélica do coracéo.
Outros estudos demonstram a influéncia do digital sobre os sistemas
neurohormonais desbalanceados no cenario de disfuncdo ventricular
levantando uma questao acerca do potencial do digital como modulador da
deposicao do colageno intersticial e perivascular miocardico. Sabendo-se da
importancia prognostica que a concentragdo do colageno no referido cenéario
tem, a literatura apresenta uma lacuna de conhecimento. Objetivo: Avaliar o
papel do digital no remodelamento miocardico em um modelo experimental.
Material e Métodos: 60 ratos Wistar foram separados em 3 grupos de 20.
Um grupo controle (GC); outro grupo submetido ao modelo experimental de
uninefrectomia, administracdo de agua de beber com 1% de NaCl e de
aldosterona subcutanea (GA); e outro grupo submetido ao mesmo modelo
experimental, mas também recebendo digitoxina na ragédo de comer na dose
de 100 pg/Kg/dia (GAD). Resultados: A fracdo de volume de colageno
intersticial e perivascular mostrou-se maior no GA comparado aos outros
dois grupos (GC e GAD). O indice de desempenho miocardico mostrou
diferenca estatisticamente significativa entre o GA (0,49 = 0,08) e o GC (0,32
+ 0,06) e 0 GAD (0,4 +0,13) (p=0,001). Os niveis séricos de BNP mostraram
diferenca estatisticamente significativa entre o GA (1,07 = 0,32 ng/ml) e o
GC (0,75 £ 0,19 ng/ml) e 0 GAD (0,84 + 0,21 ng/ml) (p=0,01). Os niveis de
metaloproteinases nao diferiram entre os grupos. Houve uma correlacédo
positiva entre uma maior fragdo de encurtamento e menores niveis séricos
de BNP no GAD. Conclusodes: Esses dados demonstram que a digitoxina
teve efeito reduzindo a deposicdo de colageno intersticial e perivascular e
melhorando a fung¢do cardiaca avaliada pelo BNP e IDM nesse modelo
experimental.

Descritores: colageno/metabolismo; fibrose; digitoxina; remodelacao
ventricular; modelos animais
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ABSTRACT

Tavares LR. Effects of digitoxin on myocardial collagen deposition process in
a fibrosis experimental model [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2010.

Recent studies on myocardial dysfunction are highlighting the therapeutic
potential of the myocardial extracellular matrix management. It's interesting
to highlight the importance of the dynamics of the cardiac extracellular matrix,
because even the systolic and diastolic functions are implicated on it. Other
studies showed that digital compounds may regulates the neuroendocrin
misbalance due to myocardial impairment and influencing these systems the
digital compounds may regulates the interstitial collagen deposition.
Objective: To evaluate the role of the digital on a myocardial fibrosis in an
experimental model, examining if the digital is able to prevent the collagen
deposition. Methods: The sample was divided in 20 rats from the control
group (CG); 20 rats submitted to a fibrosis experimental model in which the
rats are uninefrectomized, drink water with 1% NaCl during the protocol and
receive aldosterone through an osmotic minipump (AG); and 20 rats
submitted to the same experimental model treated with digitoxin in a daily
dose of 100 ug/Kg (DAG). Results: The interstitial and perivascular collagen
volume fraction showed a significant difference between the AG and the
other 2 groups (CG and DAG). The myocardial performance index showed a
significant difference between the AG (0.49 % 0.08) and the CG (0.32 + 0.06)
and the DAG (0.40 + 0.13) (p=0.001). The BNP levels showed a significant
difference between the AG (1.07 £ 0.32 ng/ml) and the CG (0.75 + 0.19
ng/ml) and the DAG (0.84 + 0.21 ng/ml) (p=0.01). The metalloproteinases
levels did not differ among the groups and there was a positive correlation
between the shortening fraction and the BNP levels among the GAD animals.
Conclusion: These data demonstrate the digitoxin positive effect on the
myocardial collagen deposition in this experimental model of interstitial
fibrosis and could have a new therapeutic target previously unexplored.

Key words: collagen/metabolism; fibrosis; digitoxin; ventricular remodeling;
animal models.
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A Insuficiéncia Cardiaca é uma sindrome clinica consequente a
disfuncdo do coracdo sendo acompanhada da perda de qualidade de vida e
alta morbimortalidade.! Agressées miocardicas (hipertensdo arterial
sistémica, sindromes coronarias, agentes tdxicos ou infecciosos) podem
levar a desorganizacao estrutural, geométrica e funcional do coracdo com
consequente reducdo do débito cardiaco. ? Os estudos sobre o processo de
remodelamento ventricular e da ativacdo neuro-hormonal envolvida nele,
criaram um novo conceito na insuficiéncia cardiaca e possibilitaram o
desenvolvimento de novos medicamentos que tiveram grande impacto na
histéria natural dessa sindrome>*+>*.

Os cardiomiécitos constituem cerca de 70% do volume do
musculo cardiaco e seus aspectos morfo-funcionais tém sido bastante
estudados no contexto do remodelamento miocardico e disfuncao
ventricular. Modelos experimentais associados a avaliacbes imuno-
histoquimica e de biologia molecular ajudaram a definir os mecanismos
histopatoldégicos e moleculares responsaveis pela necrose, hipertrofia e
apoptose celular.” A exposicdo constante dos cardiomidcitos a altas
concentragdes de epinefrina e de outros hormdnios de estresse esta
diretamente associada ao processo de remodelamento.® Esse processo
adaptativo hormonal promove a internalizagéo de receptores B adrenérgicos,
0 desacoplamento da via intracelular de sinalizacdo durante a expressao
alterada de proteinas G, a diminuicao da expressao dos canais de potassio e

dos receptores ryanodinicos e a expressao aumentada dos canais
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Introducao 3

trocadores Na+/Ca++, resultando em menores concentragbes de Ca++
intracelular.®® Adicionalmente, ha inducdo da expressdo de proteinas do
sistema contrétil, resultando no aumento da massa muscular cardiaca e na
reorganizacdo dos miofilamentos.”® Aliado a isso, ocorre uma resposta
cardio-inflamatéria que favorece o agravamento da disfuncdo cardiaca
inicial, através do aumento da produgcdo de citocinas miocardicas e de
processos apoptoticos.

Além do papel fundamental dos cardiomiocitos na geometria e
fungéo do coracao, a matriz extracelular representa a estrutura organizadora
e de sustentacdo do arcabouco miocardico controlando e mediando a
contracdo, sendo seu acumulo inapropriado de importancia maior na
fisiopatologia da disfungao miocardica.

Entre cardiomidcitos, nervos e vasos sanguineos, o intersticio
que sustenta todas essas estruturas € composto principalmente pelo tecido
conectivo. Nesse tecido existe a predominancia de colageno e de
fibronectina, laminina e elastina em pequenas proporcoes.

O colageno é sintetizado dentro de células e transportado para o
meio extracelular, onde, através da acdo de enzimas polimerizantes, tem
sua estrutura formada em hélice-tripla. E composta basicamente por glicina
(que representa 1/3 da sequéncia), prolina e lisina. Os dois ultimos sao
modificados para a forma de hidroxiprolina e hidroxilisina através de

processos enzimaticos dependentes da vitamina C.
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Introducao 4

No coracao adulto normal, as avaliacbes morfométricas indicam
que aproximadamente 2-4% do miocardio € composto de colageno. O
colageno do tipo | é o predominante (> 50%), seguido pelo tipo Il (entre 10 -
45%) e pelo tipo V (< 5%). Entretanto, pequenas alteracbes em sua
concentracdo exercem importantes efeitos nas propriedades mecénicas
ativas e passivas do coracdo.''® Além da concentragdo de colageno, as
proporcoes relativas dos tipos de colageno também tém forte influéncia
nesse comportamento. Os tipos de colageno diferem no didmetro das fibras,
no alinhamento espacial e no grau de entrelagamento. Consequentemente, o
tecido que contém mais colageno do tipo | (fibras de grande diametro, e/ou
com um alto nivel de entrelagamento) sera mais duro do que o tecido com
maiores concentracdes de fibras do tipo Ill (fibras relativamente de pequeno
diametro e sem entrelagamento expressivo).'® O colageno tipo | tem uma
potente forca de tensdo. E a proteina responsavel pela estruturacdo do
intersticio e do espaco perivascular, mantendo assim a morfologia adequada
para proporcionar uma boa contratilidade. Quando acumula excessivamente,
ocorrem alteracbes na arquitetura cardiaca como hipertrofia, dilatacdo
ventricular e fibrose miocardica. O colageno tipo Il tem papel importante na
distensibilidade do coracdo. O acumulo de ambos (tipo | e tipo Ill) pode ser
explicado pelo desequilibrio na dindmica entre sintese e degradacao. Nesse
processo, ha degradacdo pelas metaloproteinases (MMP)'”, que estdo
normalmente presentes em sua forma inativa na matriz extracelular. A MMP-

1, quando estimulada, gera degradacdo em dois fragmentos.
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Introducao S

Posteriormente, ambos fragmentos serdo degradados em sequéncia pela
MMP-2 e pela MMP-9. A sintese e a degradacao apresentam correlacao
com os niveis séricos de MMP, e tém sido implicados as diferentes formas
clinicas e etiolégicas de disfuncdo miocardica.’® Toda a ativacdo
neurohormonal envolvida no remodelamento génico, molecular, estrutural,
geométrico e funcional do coracdo, tem acado direta na dinamica da
deposicao do colageno no intersticio e ao redor dos vasos miocardicos.
Assim, a avaliacdo de diferentes intervencées que atuem direta ou
indiretamente nessa ativacao neuro-hormonal, que influencia diretamente na
prevencao ou atenuagdo do remodelamento miocardico, € de grande
importancia.

Na pesquisa basica, os modelos animais tém sido usados para
estudar o remodelamento miocardico e seus mecanismos fisiopatolégicos,
além dos efeitos da terapia medicamentosa. Em geral, o modelo animal ideal
deve contemplar varios requisitos como o0s aspectos moleculares,
estruturais, hemodinamicos, neurohormonais e periféricos comparaveis com
aqueles do género humano. Atualmente, ainda nao existe um modelo que
preencha todos esses critérios. Porém, importantes descobertas foram
realizadas com os modelos disponiveis, permitindo o desenvolvimento de
novos modelos mais complexos e completos.' Ratos sdo freqlientemente
usados na pesquisa cardiovascular, pois sao de facil manipulacdo, baixo
custo e permitem estudos mais direcionados. Existem diversos modelos

experimentais bem conhecidos e utilizados no estudo do remodelamento
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Introducao 6

miocardico como os de isquemia miocardica, hipertensao arterial sistémica,
sobrecarga de pressdo, sobrecarga de volume, miocardites e hipertensao
pulmonar.”™ Podem ser usados isoladamente ou combinados, dependendo
do tipo de resposta fisiopatolégica ou intervencado que se busca testar. Um
modelo que combina a sobrecarga de volume com a agressao miocardica

20 O rato, neste

direta € o que utiliza a infusdo subcutadnea de aldosterona.
modelo bastante difundido na literatura, desenvolve hipertrofia e fibrose
miocardica intersticial e perivascular, evoluindo para disfuncédo ventricular.
Por isso, esse modelo experimental tem sido considerado muito apropriado
para avaliar a influéncia de um farmaco no processo de deposicido e
degradacao de colageno.

O uso da Digitalis Purpurea foi descrito em 1785 por Sir William
Withering, e recomendado para pacientes com pulso fraco e irregular, que
apresentavam edema. Mais tarde, a digoxina foi isolada a partir dessa planta
e identificada como substancia responsavel por esses efeitos. Os digitalicos
sdo encontrados em diversas plantas e usualmente atuam como veneno
protetor contra predadores herbivoros. A digoxina e a digitoxina, derivadas
das folhas da Digitalis Lanata, sao também esterdides cardiacos com
poderes inotrépicos positivos e capazes de promover mudancas
eletrofisiolégicas no coracdo. Uma das diferencas é que a eliminacao da
digoxina é renal e a da digitoxina € hepatica. A digoxina se tornou o

glicosideo mais usado devido as suas caracteristicas farmacoldgicas.

Estudos mais recentes demonstram a capacidade dessas drogas em

Leandro Reis Tavares



Introducao 7

modular sistemas neurohormonais desbalanceados na insuficiéncia
cardiaca.

O mecanismo de acao dos digitalicos constitui basicamente a
inibicdo reversivel da Na+/K+ ATPase. Como resultado, ocorre aumento da
entrada de Ca++ na célula, devido ao acumulo de Na+ retido pela inibicao
da ATPase, através de um canal Na+/Ca++. O aumento da disponibilidade
de Ca++ proporciona o aumento da velocidade de encurtamento da fibra,
resultando no desvio para a esquerda da curva de fungédo ventricular. Esse
conceito vai de encontro as teorias mais modernas da terapéutica de
insuficiéncia cardiaca, que preconizam evitar um aumento potencialmente
destrutivo do Ca++ que alteraria a expressao e producao de proteinas e
aumentaria a apoptose celular, além de se ligar as fibras contrateis
retardando o relaxamento ventricular. Assim, o racional da utilizacdo dos
digitalicos no tratamento da disfuncdo ventricular estaria exclusivamente
associado aos seus efeitos inotrépicos positivos, cujo objetivo é aumentar o
débito cardiaco. No entanto, esse efeito inotropico positivo nao esta
associado diretamente a uma consistente melhora hemodinamica, em
animais e humanos. Por exemplo, em controles ou em casos de disfuncéao
ventricular esquerda e hemodindmica normal (ou normalizada por outras
terapias), pode nao ocorrer aumento do débito cardiaco ou mesmo haver
queda apdés a administracdo do digital. Esse paradoxo foi inicialmente
atribuido ao efeito vasoconstrictor do digital que aumenta a pés-carga e

atenua o efeito inotropico.'® #'* 22 Entretanto, essa vasoconstricgdo periférica

Leandro Reis Tavares
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€ transitéria e apenas se manifesta apds rapida infusdo intravenosa de
digital, o que néo explica totalmente a incapacidade em aumentar a funcao
cardiaca quando a hemodinamica esta normal. Por outro lado, quando a
digoxina é administrada de forma aguda em pacientes hemodinamicamente
comprometidos com disfuncdo ventricular esquerda, foi verificado um
aumento significativo no débito cardiaco e uma queda na pressao capilar
pulmonar e na resisténcia vascular periférica.?> Mason e Braunwald® foram
0s primeiros a relatarem os efeitos de digitalicos em humanos saudaveis
comparados aos efeitos em pacientes com disfuncdo ventricular. Nesse
estudo, a administracdo intravenosa de digital provocou vasoconstricgao,
enquanto nos pacientes com disfuncédo ventricular provocou vasodilatacao.
Ou seja, a resposta hemodindmica a administragdo aguda de digital é
inversamente proporcional ao grau de disfungdo hemodindmica instalada
previamente.

Existem evidéncias que apontam o papel do digital como
modulador de sistemas neuroendocrinos, como, por exemplo, o sistema
adrenérgico e o sistema renina-angiotensina-aldosterona.?*?® O digital pode
exercer efeitos vasculares simpatico-inibitérios, simpatico-excitatorios e pode
também, diretamente, promover vasoconstriccdo.?” #® A relativa
predominancia desses diferentes efeitos em resposta ao digital pode
depender do estado de ativacdo dos sistemas neuroendécrinos e da dose do

21, 22

digital empregada. Outros estudos sugerem que a administracdo aguda

de digital contribui para atenuar as anormalidades neuroendécrinas da
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Introducao 9

disfungdo ventricular, reduzem a atividade da renina plasmatica e,
consequentemente, diminuem os niveis de angiotensina Il e de aldosterona
circulantes. Alguns®® ainda sugerem que a administragdo cronica de digital
pode promover efeitos semelhantes.

A ativacdo neuroendocrina continuada é um fator de
manutencao e de progressao do remodelamento miocardico e disfuncéo do
coracdo. A deposicao e acumulo intersticial de colageno € um importante
item na progressado dessa disfuncdo.® A formacao de fibrose esta associada
a mudancas na arquitetura ventricular e consequente deterioracdo do
desempenho cardiaco, agregando um pior prognostico ao paciente com
insuficiéncia  cardiaca. Agindo nesse sistema  neuroenddcrino
desbalanceado, o digital promoveria a reducédo da velocidade e intensidade
do remodelamento miocardico e a deterioracao da funcao cardiaca. Como a
sobrevida na IC é inversamente proporcional a concentracdo sérica de
norepinefrina e a atividade da renina plasmatica®®', é possivel que
intervencdes que atuem na reducdo da ativagdo neuro-humoral, por acéo
direta no barorreflexo carotideo com diminuicdo dos niveis circulantes de
norepinefrina, possam restaurar a atividade fisiolégica dos beta-receptores e
atenuar o remodelamento miocérdico.

Dessa forma, a maioria dos dados disponiveis sobre digitalicos
indica que, direta e/ ou indiretamente, 0 seu uso traria beneficios tanto no

ambito mecanicista e funcional quanto no neuro-hormonal, com impacto no
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Introducdo 10

remodelamento, no balanco hemodinamico e na reducdo de fibrose
intersticial.

Apesar de todos os beneficios, muita controvérsia surgiu apés o
advento dos betabloqueadores sobre o0 uso clinico dos digitalicos. O principal
estudo clinico com digital, o Digitalis Investigation Group (DIG Trial), reportou
a melhora dos sintomas e diminuicdo das hospitalizacées no grupo tratado
com digital, apesar de ndo aumentar a sobrevida.** Essas evidéncias
baseiam as diretrizes mais recentes®®, onde o digital est4 indicado para
tratamento de pacientes sintomaticos. No entanto, ainda ndo ha evidéncias
de que o uso prolongado (apés a melhora clinica e compensacao) de
digitalicos possa trazer beneficios.

Em estudo posterior, Ahmed e sua equipe®* demonstraram que o
digital aumentou a sobrevida dos pacientes com IC, tanto com disfuncao
sistélica quanto com funcao sistélica preservada, quando os niveis séricos
de digital estavam entre 0,5-0,9 ng/ml.

A literatura carece de estudos que avaliem quantitativamente a
eficacia do digital no restabelecimento do balanco entre deposicdo e
degradacao do colageno miocardico intersticial, apesar de sua acao

moduladora de sistemas neuroenddcrinos ser bastante conhecida.” 2'- 2% 34
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1) Obijetivo Geral

Avaliar o papel do digital no remodelamento miocardico em um

modelo experimental.

2) Objetivos Especificos

a) Avaliar a acao do digital na prevencao da deposicao de colageno
intersticial e perivascular no miocardio.
b) Correlacionar o grau de deposicdo do colageno intersticial com

parametros funcionais e a acao do digital neste cenario.

Leandro Reis Tavares
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A) Modelo Animal

Foi estudado o miocardio do ventriculo esquerdo e do ventriculo
direito de ratos machos Wistar com seis semanas de vida. Os animais foram
adquiridos no Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP (FMUSP) e
distribuidos em trés grupos (20 ratos por grupo) sendo mantidos em gaiolas
no biotério do InCor:

1) ratos ndo operados e nao tratados como controles (GC)

2) ratos uninefrectomizados recebendo infusdo de aldosterona (GA)

3) ratos uninefrectomizados recebendo infusdo de aldosterona e digitoxina
(GAD).

O experimento foi realizado de acordo com as diretrizes do
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals®® e do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal®® (COBEA). O protocolo foi aprovado pela
Comissdo de Etica do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
FMUSP sob o nimero SDC 2835/06/80 e pela Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) 733/06. O estudo foi realizado
no laboratério da Unidade Clinica de Miocardiopatias do Instituto do Coragao
(InCor) do Hospital das Clinicas da FMUSP.

Os animais receberam aldosterona por meio de minibombas
osmoticas (type 2007; Alza Corp. Palo Alto, CA) implantadas no subcutaneo
através de uma incisdo na regiao dorsal sob anestesia com tribromoetanol

na dosagem de 2 mg/kg via intraperitoneal. O subcutaneo foi divulcionado, a
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minibomba implantada e a pele fechada com clipes cirargicos. Essas
minibombas osmoticas foram trocadas a cada duas semanas do protocolo.
A dose utilizada foi de 0,75 pg/h, pelo periodo de seis semanas, associada
ao suplemento de cloreto de s6dio a 1% em agua de beber. Todos os
animais tratados com aldosterona também foram uninefrectomizados.?® A
uninefrectomia foi realizada sob anestesia com tribromoetanol (2 mg/kg) via
intraperitoneal seguida por incisdo mediana no abdome, sendo o0 rim
esquerdo identificado, isolado com a ligadura de artéria, veia e ureter em
bloco, com posterior remocao do 6rgao e fechamento da parede.

Aos animais do grupo GAD também foi administrada digitoxina
por todo o periodo do estudo. A racdo comercial dos animais (Nuvilab®) foi
triturada até virar pé e em seguida peneirada. A digitoxina foi diluida em
alcool e posteriormente em agua. Essa agua com a digitoxina foi entao
misturada a racao em po e a pasta reconstruida manualmente na forma de
péletes que secaram por 24h a 80°C. A digitoxina misturada na racao foi
ofertada aos ratos na dose de 100ug/Kg/dia mantendo-se um animal por
gaiola e com comedouro apropriado. O alimento foi pesado diariamente a fim
de se corrigir a dose da medicagdo administrada. O tratamento foi iniciado
imediatamente ap6s a cirurgia. Esse preparo de dieta segue protocolo ja
validado no qual os niveis séricos de digitoxina ndo apresentam diferenca
estatistica dos alcancados por administragdo subcutanea.®’

Os animais foram eutanaziados ap6s 6 semanas sob anestesia

com tribromoetanol 2mg/kg intraperitonial. Foi realizada laparotomia

Leandro Reis Tavares



Materiais e Métodos 16

mediana, com disseccao da artéria aorta e coleta de sangue; em seguida

foram feitas disseccdo e puncdo da veia cava e administracdo de solucao

com cloreto de potassio (soro fisiolégico 0,9% 80ml + KCI 19,9% 20ml) até a

parada cardiaca. Os coragdes foram removidos por toracotomia mediana e

divididos em 3 partes: a base (incluindo vasos da base, atrios e parte dos

ventriculos) e a ponta foram congelados instantaneamente em nitrogénio

liguido e mantidos a -75°C; a por¢cao média foi mantida em formol 10%.
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B) Analise Morfoldgica

A partir dos coragbes fixados em formol, cortes seriados em

parafina (5um) foram montados em |laminas e corados com picrosirius red.

Assim, as fracoes do volume de colageno intersticial (FVCI) do ventriculo

Leandro Reis Tavares



Materiais e Métodos 17

esquerdo, direito e perivascular (FVCP) foram determinadas separadamente.
A quantificagao foi realizada por videomorfometria, usando-se um sistema de
analise de imagens sob microscopia ética (Quantimet 520 Image Analysis
System- Cambridge Instruments, Cambridge, UK). A quantificacdo da FVCI
foi determinada calculando-se a percentagem de area de colageno sobre a
area total de miocardio, analisando-se cortes seriados e multiplos campos
utilizando-se a objetiva de 10X (todos os campos de uma lamina). A
quantificacdo da FVCP foi determinada calculando-se a percentagem de
area de colageno sobre a luz do vaso, analisando-se cortes seriados e
multiplos campos utilizando-se a objetiva de 10X (todos os vasos de uma

lamina).

C) Ecocardiograma

O ecocardiograma transtoracico foi realizado em equipamento
Sequoia 512 (Acuson, Mountain View, CA) equipado com transdutor linear
de 13 MHz, que foi colocado sobre o hemitérax esquerdo, apds a realizacao
de tricotomia. Os exames foram filmados e as medidas realizadas
posteriormente. Todos os exames foram realizados e analisados por um
mesmo examinador o qual era cego para os grupos estudados. Os animais

foram submetidos a esse procedimento no inicio e no final do estudo, sendo
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previamente anestesiados com triboromoetanol via intraperitoneal, na dose de
2 mg/kg.

Inicialmente, a aquisicdo da imagens foi realizada utilizando a
ecocardiografia bidimensional (2D) no corte para-esternal longitudinal,
seguido do corte transversal e por fim do corte apical 4-cAmaras. O modo M
do ecocardiograma bidimensional foi usado para medida dos diametros
diastélico (DDVE) e sistélico (DSVE) finais de ventriculo esquerdo,
espessura do septo interventricular (SIVDIA) e da parede posterior durante a
diastole e espessura relativa da parede (ERP), todos no corte transversal e
na altura dos musculos papilares e normalizadas pelo tamanho da tibia
X100. Esta foi obtida no momento final do estudo, apds o sacrificio. Todas
as medidas foram realizadas como previamente descrito®. A funcéo sistélica
do VE foi obtida pela fracao de encurtamento (AD(%) = [(DD-DS)/DD] x100)
e a massa do VE (MVE) calculada a partir da formula do cubo pelo modo M
assumindo-se uma geometria esférica do VE. O indice de desempenho
miocardico (IDM) foi avaliado pela férmula: (a — tempo de ejecéo) / tempo de
ejecao, sendo “a” o intervalo entre o fechamento e a abertura da valva mitral.
Esse indice foi usado para avaliacdo da fungéo global do coracédo. O tempo
de relaxamento isovolumétrico (TRIV) foi obtido a partir do tempo entre o

fechamento da valva adrtica e a abertura da valva mitral.
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D) Dosagem dos Niveis Séricos de Peptideo Natriurético tipo B

Para a quantificagcdo da proteina BNP, foram coletados 4 ml de
sangue total dos animais dos grupos controle (GC), aldosterona (GA) e
aldosterona digitoxina (GAD) utilizando-se tubos com anticoagulante EDTA.
Essa coleta foi realizada ao final do protocolo, no momento do sacrificio dos
animais. As amostras foram centrifugadas a uma temperatura de 4°C
durante 15 minutos, e apdés o término da centrifugacdo o plasma foi
transferido para um tubo seco sendo armazenado em freezer a -20°C até o
momento da realizagao do teste.
A técnica de ELISA foi realizada conforme descrito pelo
fabricante Peninsula Laboratories®, a saber:
em uma placa contendo 96 pogos foi adicionado 50uL do padrao
ou da amostra ja diluidos, 25uL antisoro diluido em tampao EIA buffer e
25uL BT-tracer diluidos em EIA buffer. Nos pogos que ndo foram
adicionados os plasmas dos animais (brancos) foram adicionados 50uL
do diluente e 25uL Bt-tracer. Essa placa foi incubada por
aproximadamente 12 horas a 4°C e ap0Os esse periodo lavada com
300uL da solugédo tampéo EIA, repetindo-se esse ciclo por 5 vezes.
Apos a fase de lavagem adicionou-se 100uL estreptavidina-HRP (1/200
em tampao EIA) em todos os pocos e incubou-se durante 1 hora em
temperatura ambiente. Em seguida a placa foi lavada com solucao

tampéo por 5 vezes, conforme mencionado anteriormente. Apds essa
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etapa adicionou-se 100uL da solugdo TMB solution inclusive nas
amostras brancas e foi incubado em temperatura ambiente por 30-60
minutos. Para o término da reacao foi adicionado 100uL HCL 2N e lido

em espectrofotdbmetro com absorbéancia de 450nm.

E) Zimografia — Deteccao da Atividade de Metaloproteinase MMP-2 no

Coracao

Fragmentos do miocardio foram pesados e aproximadamente
100 mg foram pulverizados em nitrogénio liquido. O material foi
homogeneizado em tampéo de lise Triton X-100 (1% Triton X-100, 10%
glicerol, 135mM NaCl, 20mM Tris pH 8,0) e centrifugado a 14000 g por 10
minutos a 4°C. Apéds esse procedimento foi coletado o sobrenadante e feito
a quantificacdo de proteinas através do método de Bradford (Bio-Rad).
Trinta microgramas de proteina foram acrescida de tampao de amostra (2%
de SDS, 60mM Tris pH6.8, 30% glicerol e 0,01% de azul de bromofenol) e
carregadas em gel de 10% de poliacrilamida contendo 0.2% de gelatina.
Depois de realizada a eletroforese, o gel foi lavado em 10 mM de Tris
(pH8.0) contendo 2.5% de Triton X-100, para remocado do SDS e
renaturacao das proteinas. Em seguida, o gel foi incubado em solucao
tampao reveladora do gel (50mM de tris pH 8.8, 5mM CaCl2, 0,02%NaN3)

por 20 horas a 37° apenas na solugao reveladora, e corado com Coomassie
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Brilliant Blue R-250 (Amersham) por 4 horas. Em seguida foram descorados
em solucao de 40% de metanol e 10% de acido acético glacial em agua
destilada. As metaloproteinases sao identificadas por banda clara ao fundo
azul do gel. Nas amostras controles e tratadas a expressao das proteinas
analisadas foi comparada por densitometria de gel, utilizando-se o programa
de dominio publico “Image J” criado por Wayne Rasband do National

Institutes of Mental Health, NIH, USA.

F) Dosagem Sérica da Digitoxinemia

Para a dosagem sérica da digitoxinemia coletamos 4 ml de
sangue dos animais em tubo de soro gel. Aguardamos a retragdo do
coagulo, sendo depois 0 material centrifugado por 15 minutos a 2500 rpm e
realizada a dosagem no soro dos animais em seguida. O equipamento
utilizado foi o Immulite 2000 da Siemens Healthcare Diagnostics com o kit
apropriado (Digitoxin Immulite 2000). Esse equipamento realiza dosagem

automatizada a partir do soro pela metodologia de quimiluminescéncia.

G) Método Estatistico

Com o objetivo de verificar se existe diferenga significativa nas

variaveis entre os trés grupos de tratamento (GC, GA e GAD) foram
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aplicados métodos de Analise de Variancia one-way ou Kruskal-Wallis de
acordo com a distribuicdo. Os testes de Tukey ou de comparagdes
multiplas® foram aplicados para identificar quais os grupos que diferem
entre si, ao nivel de 5%.

O estudo da correlacao entre as variaveis ecocardiograficas e os
niveis de BNP e MMP foi feito pelo teste de Spearman. O critério de
determinacao de significancia adotado foi o nivel de 5%. A analise estatistica
foi processada pelo software SAS 6.11 (SAS Institute, Inc., Cary, North

Carolina).
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Caracteristicas Clinicas

Observamos nos grupos submetidos ao modelo experimental
animais mais prostrados, com alguma perda na pelagem e mais passivos na
gaiola. Objetivamente, o peso dos animais dos diferentes grupos era
semelhante no inicio do protocolo. No final, houve diferenca de peso entre
0s animais dos diferentes grupos, sendo os do GC com maior peso (347 *
389), os do GA com peso médio intermediario (263 + 409g), e os animais do

GAD com menor peso (236 £ 27g) (p=0,0001) (Figura 1).

400 -
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250 -
200 -
150 -
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100 -
50 -

GC GA GAD

Grupos

Figura1- Peso final médio dos animais. *p=0,0001 GC vs GA e GAD e
**p<0,0001 GA vs GAD
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Digitoxinemia

Para garantir que os animais ingerissem alimentagao suficiente
para atingir digitoxinemia sérica compativel com o descrito na literatura,
optou-se por dosar o nivel sérico de digitoxina nos animais tratados.
Verificou-se que a digitoxinemia sérica média era de 37 + 15 ng/ml. Estes
niveis sdo compativeis com os descritos na literatura e com o modelo

utilizado neste estudo.®”

Remodelamento Cardiaco

Utilizou-se o peso do coracédo e sua razdo sobre o tamanho da
tibia para uma avaliacdo grosseira do remodelamento miocardico. Foi
observado que o peso desse 6rgao apresentou diferenca estatisticamente
significativa, pois os corag¢des dos animais dos grupos GC e GAD tém menor
peso quando comparados ao GA (GC: 1,21 + 0,18g; GA: 1,4 = 1,14g; GAD:
1,14 + 0,11g; p = 0,0001). De forma semelhante, a razdo do peso do
coracdo pela tibia também mostrou diferenca estatistica significativa,
apresentando o GA indice aumentado em relagdo aos demais grupos (GC:

0,31 £ 0,04 g; GA: 0,38 £ 0,04 g; GAD: 0,32 + 0,03 g; p = 0,0001) (Figura 2).
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Figura 2 - Razdo do peso do coracdo sobre o tamanho da tibia (*p = 0,0001 GA vs
GC e GAD)

Também foram utilizadas para a analise do remodelamento
cardiaco, variaveis ecocardiograficas como didmetro diastélico (DDVE) e
sistdlico (DSVE) do ventriculo esquerdo, indexados pelos tamanhos das
tibias dos animais x100, a espessura relativa de parede (ERP), a espessura
diastdlica do septo interventricular (SIVDIA) indexada pelo tamanho das
tibias dos animais x100 e a massa do ventriculo esquerdo (MVE).

Os animais apresentavam os seguintes diametros diastélicos do
ventriculo esquerdo no momento inicial, GC: 0,52 + 0,07cm; GA: 0,49 + 0,05
cm; GAD: 0,48 £ 0,06 cm (p=0,13); observamos que a razao do diametro
diastélico do ventriculo esquerdo pelo tamanho da tibia x100 ao final do
estudo também nao teve diferenca estatistica (GC: 0,17 + 0,01; GA: 0,17

0,1; GAD: 0,16 * 0,03; p=0,19) (Figura 3).
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Figura 3 - Razao do diametro diastolico do ventriculo esquerdo (DDVE) sobre o
tamanho da tibia (p=0,19)

Ao final do estudo, o diametro sistdlico do ventriculo esquerdo
indexado também nao mostrou diferenga na comparagao entre os grupos

(GC: 0,09 £0,01; GA: 0,08 £ 0,02; GAD: 0,07 £ 0,03; p=0,21) (Figura 4).
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Figura 4 - Razao do didmetro sistélico do ventriculo esquerdo (DSVE) sobre o
tamanho da tibia (p=0,21)
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A andlise da ERP no momento inicial ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa (p=0,33), entretanto, no final o GA apresentava
espessura maior que os outros dois grupos (GC: 0,47+ 0,07; GA: 0,75 £
0,22; GAD: 0,68 + 0,15; p=0,001). O mesmo padrao ocorreu ao analisarmos
a SIVDIA indexado pelo tamanho da tibia dos animais (GC: 0,3 £ 0,04; GA:
0,6 + 0,07; GAD: 0,5 + 0,09; p=0,001) e a MVE (GC:1,13 £ 0,08 g; GA: 1,4 +

0,14 g; GAD: 1,25 + 0,1 g; p=0,001). (Figuras 5, 6,7).
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Figura 5 — Espessura relativa de parede (ERP) final. (*p= 0,001 GA vs GC e GAD)
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Figura 6 — Relagao SIVDIA/Tamanho da Tibia (*p= 0,001 GA vs GC e GAD)

2,
*
15 -
.
g 1.
=
05 -
O,
GAD

Grupos

Figura 7 — Massa do ventriculo esquerdo (MVE) ao ecocardiograma final (*p=0,001
GA vs GC e GAD)
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A quantificagéo da FVCI demonstrou maior acumulo de colageno

no intersticio dos animais do GA, com diferenca estatisticamente significativa

entre este grupo, quando comparado ao GC e ao GAD. A quantificacdo da

FVCI

no miocardio do ventriculo direito também mostrou diferenca

estatisticamente significativa entre o GA e os demais grupos. Ainda, a

quantificacdo da FVCI e FVCP também mostrou diferenca estatistica entre o

grupo GA quando comparado aos GC e GAD (tabela 1) (Figura 8).

Tabela 1 - Fracdo do volume de colageno intersticial nos ventriculos
esquerdo, direito e perivascular dos animais sacrificados no final
do experimento

Grupos
P
Controle GA GAD
Ventriculo
esquerdo 1,38 £ 0,69 4,26 £1,70" 2,17 £1,36 *p<0,001
%
Ventriculo
direito 2,24 £1.15 4,39 + 237" 2,55 +1,21 *p = 0,002
%
Perivascular 5 40,006 459+1,12° 338+131 *p<0,001

%
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Figura 8 - Fotomicrografia do miocardio corado com picrosirius red (10X): em
vermelho o colageno
A — grupo controle; B — grupo aldosterona; C — grupo aldosterona
digitoxina

Funcgao Cardiaca

A funcao sistélica do ventriculo esquerdo foi avaliada pela fragéo de
encurtamento (AD). No inicio do estudo, ndo houve diferenga estatistica
entre os grupos. O exame realizado no final do estudo também n&o mostrou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos quando analisada a
AD (Figura 9). Para avaliar a fungao global do ventriculo esquerdo usamos o
indice de desempenho miocardico (IDM) que, no momento inicial, ndo
mostrou diferenca entre os grupos (GC: 0,33 £ 0,10; GA: 0,34 £ 0,08; GAD:
0,35 = 0,09; p = 0,68). Este indice mostrou diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos no ecocardiograma final (GC: 0,32 + 0,06; GA:

0,49 + 0,08; GAD: 0,40 + 0,13; p = 0,001) (Figura 10).
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Figura 9 - Fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (AD) (p=0,91 inicial e
p= 0,19 final)
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A andlise da funcao diastolica do ventriculo esquerdo foi feita
pelo tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido (TRIV corrigido), que
revelou nao haver diferencas significativas entre 0s grupos nos

ecocardiogramas realizados (Figura 11).
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Figura 11 -Tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido (TRIV corrigido)
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Figura 12- (A) Corte para-esternal em eixo curto do ventriculo esquerdo; (B)
Doppler pulsétil do fluxo mitral mostrando ondas E (relaxamento
precoce) e A (sistole atrial); (C) Doppler pulsatil mostrando o tempo de
relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo; (D) Doppler pulsatil
mostrando o tempo de ejecao do ventriculo esquerdo; (E) Modo M do
ventriculo esquerdo.

Quantificacao dos Niveis Séricos de Peptideo Natriurético Tipo B (BNP)

O BNP foi quantificado no sangue coletado dos animais ao final
do estudo e comparado entre os grupos. O GC apresentou niveis séricos
médios de 0,75 = 0,19 ng/ml, o GA apresentou 1,07 £ 0,32 ng/ml e o0 GAD
apresentou 0,84 + 0,21 ng/ml. A diferenca entre os niveis encontrados nos
grupos GAD e GC comparados ao GA ¢é estatisticamente significativa
(p=0,01), e a diferenca entre os grupos GAD e GC nao é estatisticamente

significativa. (Figura 13)
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Figura 13 -Niveis séricos de BNP (*p= 0,01 GA vs GC e GAD)

Quantificacao de Metaloproteinases (MMP) por Zimografia

Constataram-se maiores niveis de MMP nos coragdes do GA
(3480 £ 2017 U/A), seguido pelos niveis no grupo GAD (2557 + 1637 U/A) e
os niveis no grupo GC (2401 + 1218 U/A). No entanto, essas diferengas nao

apresentaram significancia estatistica (Figuras 14 e 15).
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Figura 14 -Quantificacdo de MMP

Figura 15 -Gel para quantificacdo de MMP (bandas claras)
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Correlacoes

Foi verificada uma correlagéo inversa entre o AD e os niveis de
BNP (r=0,95; p=0,0001) no GAD (Figura 16). Nesse grupo de animais um
melhor AD esteve relacionado a menores concentragbes de BNP. Nao foram

encontradas outras correlacbes entre parametros funcionais medidos no

ecocardiograma e niveis de BNP e de MMP.

90
80 .
: )

AD 50 ‘ %“ *
40
30
20

10 r,=-0,952; p =0,0001

0
0.3 0.4 0.5 0.6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2

BNP (mg/ml)

Figura 16 -Correlagéo entre BNP e AD no GAD

Leandro Reis Tavares



DISCUSSAO



Discussao 39

Varios estudos*® demonstraram o beneficio do uso do digital no
cenario da disfuncao ventricular. O digital comprovou-se benéfico na
modulacdo neuro-hormonal®®, na melhora do desempenho ventricular'®, e
na melhora de sintomas e hospitalizacées®?, entretanto, néo fica claro na
literatura o seu papel na modulagdo da fibrose miocardica. O presente
estudo foi desenhado para avaliarmos em um modelo experimental se o
digital, por suas acgdes diretas e/ou indiretas, é capaz de modular a
deposicao do colageno intersticial miocardico bem como o perivascular. Vale
ressaltar que a concentragcdo de colageno intersticial e perivascular
influencia o prognéstico de pacientes com disfungdo ventricular®. A
influéncia do digital no acumulo dessa proteina pode ter um papel central
nao sé como farmaco inotrépico positivo, mas também como um modulador
da fibrose miocardica. Nesse contexto, Turto*® demonstrou que ratos
tratados com digital apresentaram menores niveis de prolina quando
comparados com placebo, em um modelo animal de sobrecarga de pressao
por constriccdo da aorta, o que sugere uma atenuacdo na formacao de
colageno e desenvolvimento de fibrose. A prolina é um dos principais
compostos do colageno. Apesar disso, poucos estudos experimentais vém
analisando o papel do digital e os cenarios apropriados a sua utilizacao.

No presente estudo a analise do peso corpéreo dos animais ao
final do protocolo mostrou que o GC apresentava animais de maior peso,
seguido pelos animais do GA, sendo o0s animais de menor peso os do GAD.

Uma possivel explicacdo para esse achado é o fato de que no GC os
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animais nao foram manipulados e estavam higidos. Os animais do GA e
GAD foram submetidos a procedimentos cirargicos ja descritos que
acarretam dor, inflamacgéo, diminuicao da ingestao de alimentos e aumentam
o catabolismo. Quando avaliamos os pesos dos animais do GA e do GAD
verificamos que os animais do GAD apresentaram pesos médios menores
(p=0,001), o que se explica pela resposta que os animais desse grupo
apresentaram a administracdo de digitoxina ficando, provavelmente, com
menor congestao e menor peso. Nossos dados sobre o efeito da digitoxina
sobre a funcao cardiaca corroboram essas afirmacgées. O IDM foi maior no
GA mostrando que esses animais sofreram um comprometimento mais
severo da funcao cardiaca global. Quando comparamos os demais dados
verificamos que os animais do GAD tém desempenho cardiaco pelo IDM
melhor que o dos animais do GA e comparaveis aos do GC, pois a digitoxina
provavelmente agiu melhorando o desempenho do coracdo, diminuindo a
congestao e o peso dos animais. Comportamento semelhante foi detectado
ao dosarmos o BNP. Os animais do GA apresentaram niveis Sséricos
superiores aos dos demais grupos (p=0,001), enquanto ndo houve diferenca
estatistica entre os animais do GC e GAD. Esses dados confirmam os
resultados de um estudo em humanos que revela reducdo nos niveis de
BNP plasmaticos apés administragdo de digital. O BNP é um biomarcador
que esta diretamente relacionado & gravidade da disfuncdo cardiaca. E
inicialmente liberado no ventriculo esquerdo em resposta a sobrecarga de

pressdo e de volume. Ainda pelos nossos dados, uma melhor funcéo
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ventricular, avaliada pelo AD (fracdo de encurtamento), esteve
correlacionada a menores niveis de BNP no GAD (r=0,95; p=0,0001). A
analise do TRIV corrigido ndo demonstrou diferenca estatistica entre os
grupos, sugerindo que o digital possa nao ter influenciado na funcao
diastélica cardiaca neste modelo ou pelo periodo deste protocolo.

Para termos maior certeza sobre a digitalizacdo dos animais,
apesar do modelo de administracédo do farmaco ja ser previamente validado,
optamos pela dosagem dos niveis séricos de digitoxinemia. Encontramos
niveis séricos compativeis com os descritos na literatura e capazes de
digitalizar os animais®’.

Muitos estudos na literatura demonstram a importancia da
ativagdo neuro-hormonal’?"??3* que ocorre na disfuncéo ventricular e no
remodelamento estrutural do coracdo. E intima a relagéo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona com a modulacdo da deposicdo de colageno
intersticial miocardico em ambos os ventriculos. Estudos com agiotensina
11", bradicinina* e endotelina*® também demonstraram suas relacdes com a
fibrose intersticial miocardica. Além dos efeitos sistémicos, os efeitos
autécrinos e paracrinos da angiotensina Il e da bradicinina foram
documentados como determinantes de fibrose. Complementarmente aos
estudos que analisaram as inter-relagdes fisiopatoldégicas entre esses
hormonios e a fibrose miocéardica, outros foram desenvolvidos comprovando
gue o antagonismo do sistema renina-angiotensina-aldosterona promove a

atenuacdo da deposicdo do colageno intersticial miocardico. A literatura,
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entdo, deixou claro como esses hormbnios agem e como os medicamentos
que os antagonizam atenuam suas acbes. Matsubara e col apresentaram
recentemente resultados de dois estudos experimentais. O primeiro** é com
um modelo de infusdo de aldosterona, no qual os autores comprovam a
atenuacao da inflamagao, necrose e fibrose intersticiais miocardicas pela
administracdo de um bloqueador dos canais de calcio (Felodipina). O outro®
estudo foi realizado com infusdo de angiotensina Il demonstrando o efeito
protetor que um bloqueador dos receptores B (Carvedilol) teve em também
reduzir inflamacao, necrose e fibrose intersticiais miocardicas. Ainda no
campo da modulacdo neuro-hormonal, alguns estudos foram conduzidos
para avaliar o papel que o digital tem nesta modulagcdo na disfuncéo
ventricular. Estes dados indicam que o digital modula direta e/ou
indiretamente tanto o sistema renina-angiotensina-aldosterona, por influir na
renina e aldosterona circulantes, quanto por influir na ativagao simpatica que
se encontra desbalanceada na disfungéo ventricular®*?. Entretanto, pouco
existe correlacionando esta modulacdo exercida pelo digital com uma
possivel atenuagdao da fibrose miocardica. Em nosso estudo, a digitoxina
mostrou-se capaz de reduzir a fragao de volume de colageno intersticial e
perivascular no miocardio, além de melhorar a funcao cardiaca global. A
analise dos dados que refletem o processo de remodelamento estrutural
cardiaco apontam para importantes achados. De forma mais grosseira,
usamos o peso absoluto dos coragdes, bem como seu valor indexado pela

tibia dos animais, para uma analise inicial. O peso absoluto dos coracoes,
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bem como o indexado pelas tibias do GA, é maior em média que os do GC e
GAD. Estes dados indicam que o digital promoveu uma atenuagdo no
remodelamento estrutural do coracao. Por fim, a maior FVCl e FVCP no GA
se comparado aos GC e GAD (que nao diferiram entre si) demonstram de
forma clara que a digitoxina promoveu a atenuacéo da fibrose intersticial e
perivascular miocardicas. Este dado traz a possibilidade de aprofundarmos
os estudos com digital no cenario da disfuncao ventricular, pois demonstra a
influéncia direta da digitoxina na deposicdo do colageno intersticial e
perivascular miocardicos. A relevancia de comprovacao da influéncia do
digital na dindmica de deposicdo de colageno se evidencia em estudos
clinicos*. Estudos clinicos e basicos também demonstram a influéncia que a
ativacdo neuro-hormonal crénica presente na disfungdo ventricular tem
sobre o remodelamento geométrico do coracdo. O desequilibrio neuro-
hormonal leva a um processo, consequente as alteracdes estruturais, de
progressiva mudanca na estrutura das cavidades cardiacas, levando
inicialmente a uma disfuncao diastélica que € seguida de disfuncao sistélica,
nao exclusivamente pelas alteracées estruturais cardiacas, mas também
pela perda da geometria cardiaca. A modulacao, bem como o antagonismo
dos hormoénios envolvidos no desbalango neuro-hormonal ao qual nos
referimos, também €& atenuante deste processo de remodelamento

geométrico cardiaco. Manicucci e col*’

em um estudo experimental com
modelo de infarto em rato demonstram isso de forma bastante

contemporanea. Dados ecocardiograficos obtidos no nosso estudo (DDVE e
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DSVE) nao permitem afirmar que houve dilatacdo do coracdo dos animais,
entretanto, parte dos estudos na literatura demonstra que a dilatagdo
cardiaca neste modelo por nés utilizado inicia-se pela décima semana,
enquanto que a fibrose miocardica ocorre jA& na quarta semana. Dessa
forma, nossos dados sdo similares aos da literatura. Apesar de néao ter
havido dilatacdo, pois o tempo do nosso protocolo foi de seis semanas,
outros dados sugerem que o digital atenuou o remodelamento geométrico do
coracdo. A ERP é menor no GC tal como a SIVDIA e a MVE quando
comparados aos dados dos GA e GAD. Mais uma vez ndo ha diferengas
estatisticas entre os dados do GC e do GAD indicando que o digital
colaborou na preservacdo da MVE, da espessura do septo interventricular
(SIVDIA) e da ERP, medida objetiva de remodelamento geométrico.

No presente estudo, a administracdo de digitoxina nao
influenciou as concentracbées de MMP. Apesar disso, a quantificacdo de
MMP no tecido cardiaco apresentou diferencas entre os 3 grupos. Em ordem
decrescente, maiores niveis de MMP foram detectados nos coracbes do GA
(3480 £ 2017 U/A), seguido dos niveis no GAD (2557 + 1637 U/A), seguido
de menores niveis no GC (controle) (2401 £+ 1218 U/A). Apesar das
diferencas evidenciadas, estas nao alcancaram significAncia estatistica
(Figuras 14 e 15). Nossos dados sao compativeis com os da literatura. A
partir do modelo de constriccdo de aorta em ratos*®, foram observados
niveis de MMP-2 e de TIMP-2 aumentados, acompanhada da hipertrofia

miocardica por sobrecarga de pressao apds 8 semanas. Aliado a isso, essas
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alteracdes estiveram associadas ao acometimento funcional do ventriculo
esquerdo desses ratos. Retirando-se a constriccdo adrtica em ratos com
hipertrofia miocardica por sobrecarga de pressao, ocorre a normalizacao dos
niveis MMP-2, apesar de persistirem elevados os niveis de colageno. Outros
estudos da literatura discutem a influéncia que a MMP tem na deformacéao
do coracdo, podendo o seu papel, no desbalango do metabolismo do
colageno intersticial miocardio encontrado nos cenarios de disfungcao
ventricular, ser relevante para o remodelamento geométrico e estrutural
deste coracdo. Nossos dados sugerem o0 mesmo caminho, visto que 0s
maiores niveis de MMP foram encontrados no GA, com os coracdes mais
remodelados, conforme os dados ja discutidos.

O digital tem sido utilizado na pratica clinica ha mais de 200
anos, tendo sido introduzido praticamente sem uma base experimental em
estudos de animais, portanto, & extremamente importante o retorno ao
laboratério de ciéncia basica para estuda-lo a luz dos novos conceitos sobre
insuficiéncia cardiaca e das modernas tecnologias de analise imuno-
histoquimica e de biologia molecular. Estes estudos permitirdo uma maior
compreensao sobre os mecanismos de acdo do digital abrindo novas
oportunidades na compreensdo da fisiopatologia da disfuncédo ventricular e
nas formas de atenua-la, impedi-la ou de promover sua regressao. N0Osso
estudo deixa claro o papel do digital como modulador da deposi¢cdo do

colageno intersticial miocardico e outros estudos devem ser realizados com
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outras metodologias para aprofundar este conhecimento bem como para

analisar a aplicagao clinica de tal informacao.
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Neste modelo experimental de fibrose miocardica:

1- a digitoxina atenuou o0 remodelamento estrutural intersticial e

perivascular do miocardio

2- a digitoxina confirmou sua funcdo na melhora da funcédo global do

coracao

3- a administracdo de digitoxina n&o influenciou a dindmica de

degradacao do colageno

4-  existiu correlacdo entre a fungao ventricular esquerda com os niveis de

BNP no grupo de animais tratados com digitoxina.
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1-

A precisa avaliagcdo da funcgdo sistélica isolada do coragédo ficou
prejudicada visto que os animais ndo desenvolveram disfungao

ventricular significativa ao ecocardiograma.

O tempo do estudo nao permitiu a maior dilatacao ventricular limitando,

portanto, a analise do papel do digital nesse cenario.

A utilizacao exclusiva do TRIV como parametro de funcao diastolica

limitou a andlise dessa funcao.
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