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RESUMO

MIANA LA. Anélise do processo de adaptagdo ventricular apés bandagem
do tronco pulmonar em animais adultos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009.

Pacientes portadores de transposicdo das grandes artérias submetidos
previamente a corregao cirurgica no plano atrial ou transposi¢cdo corrigida
das grandes artérias frequentemente evoluem com disfungdo do ventriculo
direito morfolégico. Para estes casos, tem sido proposta a corregéo
anatdbmica, chamada cirurgia de “Double Switch® ou dupla inverséo,
invariavelmente realizada na adolescéncia ou na idade adulta. Com isso,
grande parte destes pacientes necessita preparar o ventriculo esquerdo,
através da bandagem do tronco pulmonar. Varias sédo as dificuldades no
preparo do miocardio adulto e resultados desapontadores s&o relatados
nestes individuos. O objetivo deste trabalho foi promover e analisar o
processo de adaptacdo do ventriculo direito em modelo animal adulto,
comparando o método de bandagem fixa, utilizado tradicionalmente na
pratica clinica, com um novo método de bandagem intermitente, por um
periodo de quatro semanas. Foram utilizadas 18 cabras adultas, divididas

em trés grupos: Sham (n = 6, peso = 26,42 + 2,63 Kg, bandagem frouxa,

sem sobrecarga sistélica), Fixo (n = 6, peso = 26,33 + 2,32 kg, bandagem
convencional com sobrecarga sistolica continua do ventriculo direito),
Intermitente (n = 6, peso = 25,17 + 2,48 kg, bandagem com dispositivo
ajustavel e 12 horas diarias de sobrecarga sistélica do ventriculo direito). No

grupo Fixo, os animais foram submetidos a bandagem do tronco pulmonar



com fita umbilical, tentando alcancar uma relagdo pressorica entre ventriculo
direito e aorta de 0,7 no momento da cirurgia. Nos animais do grupo
Intermitente, a sobrecarga sistolica foi promovida por um dispositivo
ajustavel calibrado percutaneamente. A mesma relacdo pressorica foi
almejada diariamente através da insuflacdo do dispositivo por 12 horas,
alternada com 12 horas de desinsuflacdo do dispositivo. Afericdes
hemodin&micas foram feitas trés vezes por semana no grupo Intermitente e
duas vezes por semana nos grupos Fixo e Sham. Exames ecocardiogréaficos
foram realizados semanalmente em todos os animais. ApOs quatro semanas,
0os animais foram submetidos a eutanasia para avaliacdo das massas
musculares, do contetdo de agua do miocardio e estudo histologico. A area
de sobrecarga pressorica, medida através do gradiente entre o ventriculo
direito e o tronco pulmonar ao longo do estudo, foi maior no grupo Fixo
(p<0,001). O estudo ecocardiografico demonstrou aumento de até 37,2% na
espessura da parede livre do ventriculo direito ao longo do protocolo no
grupo Intermitente, o que foi significativamente maior que a variagcdo na
espessura dos grupos Sham e Fixo (p<0,05). Em relacdo ao peso do
ventriculo direito normalizado para o peso do animal, os grupos Intermitente
(1,24 g/Kg + 0,16 g/Kg) e Fixo (1,08 g/Kg + 0,17 g/Kg) apresentaram
aumento da massa de 55, 7% e 36,7% (p<0,05), respectivamente, em
comparagdo ao grupo Sham (0,79 g/Kg £ 0,15 g/Kg). O contetdo de agua
nao variou entre os grupos estudados. As medidas dos diametros dos
cardiomiocitos do ventriculo direito do grupo Intermitente apresentaram um
incremento de 19,2% (p=0,036), em relacdo as medidas do grupo Sham.
Paralelamente, houve aumento de 22,8% no diametro dos nucleos dos
cardiomiocitos no ventriculo direito do grupo Intermitente, em comparagao

com o grupo Sham (p=0,049). Os animais do grupo Fixo exibiram um



incremento de 98,0% na porcentagem de area de colageno no VD, quando
comparado ao grupo Sham (p<0,01), e de 69,2% em relacdo ao grupo
Intermitente (p<0,05). A analise de proliferacdo celular n&o evidenciou
diferenga entre os grupos. Este estudo ratifica a necessidade de se buscar
uma melhor forma de preparo dos miocardios maduros, uma vez que o
método tradicional de bandagem do tronco pulmonar promoveu maior area
de sobrecarga pressorica, sem, no entanto, gerar hipertrofia significativa,
além de apresentar maior teor de colageno no miocardio. Por outro lado, o
método alternativo de preparo intermitente foi capaz de promover hipertrofia
miocardica com menor sobrecarga sistélica do ventriculo direito. Com isso,
supde-se que, com vistas a cirurgia de “Double Switch”, a bandagem
intermitente parece ser uma alternativa promissora para promover o preparo
ventricular de forma mais eficiente e menos lesiva que o método de
bandagem fixa, nos pacientes adolescentes e adultos portadores de
transposi¢ao das grandes artérias ou de transposi¢ao corrigida das grandes

artérias com faléncia ventricular direita.

Descritores: 1. Ventriculos cardiacos; 2. Hipertrofia / fisiopatologia; 3.
Hipertrofia ventricular direita; 4. Transposi¢do dos Grandes Vasos / cirurgia;
5. Procedimentos cirurgicos cardiacos / métodos; 6. Artéria Pulmonar;

7. Cabras



SUMMARY

MIANA LA. Study of right ventricle’s adaptation process following pulmonary
artery banding in adult animals [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo”; 2009.

One of the late complications of patients with simple or congenitally corrected
transposition of the great arteries includes right (systemic) ventricular failure.
The policy of anatomic repair (“double switch operation”) has often been
proposed for adolescents and adults. However, a period of reconditioning the
left ventricle through pulmonary artery banding is often required. Although it
appears to be capable of providing adequate left ventricular training when
done at an early age, it is not always suitable for mature myocardium, with
disappointing results in older patients. This study sought to assess two
different methods of promoting right ventricle’s hypertrophy in adult animals
for a four-week period, by means of fixed and intermittent adjustable
pulmonary artery banding system. Eighteen healthy adult goats were
distributed into three groups: Sham (n = 6, weight = 26.42 kg + 2.63 kg, loose
pulmonary artery banding, no systolic pressure overload), Fixed (n = 6,
weight = 26.33 kg * 2.32 kg, continuous systolic overload with fixed
pulmonary artery band) and Intermittent (n = 6, weight = 25.17 kg + 2.48 kg,
daily 12-hour systolic overload with adjustable pulmonary artery band). Sham
group animals received a loose pulmonary band, while in the Fixed group, an
umbilical tape was used to band the pulmonary trunk, adjusted during the
implantation to achieve a 0.7 right ventricle / aorta pressure ratio. In the

Intermittent group, an adjustable pulmonary artery banding device was



implanted on the pulmonary trunk and adjusted according to the volume
injected percutaneously. The banding system was inflated daily until the 0.7
pressure ratio was achieved. Systolic overload was maintained for 12 hours,
alternated with a 12-hour resting period. All animals were submitted to
echocardiographic studies on a weekly basis, while hemodynamic
evaluations were performed three times a week in the Intermittent group and
twice a week in the Fixed and Sham groups. After four weeks, all animals
were humanely killed for ventricular masses and water content assessment
and histological evaluation. Intermittent group was submitted to a significant
smaller systolic overload area, measured by right ventricle / pulmonary artery
pressure gradient over time, as compared to Fixed group (p<0.001), and both
of them showed a greater systolic overload area when compared to the
Sham group (p<0.001). Echocardiographic findings revealed an increase in
the right ventricle wall thickness, up to 37.2%, in the Intermittent group during
the protocol, and this increase was significantly greater than in Sham and
Fixed groups (p<0.05). Regarding the right ventricular mass, both Intermittent
(1.24 g/kg + 0.16 g/kg) and Fixed (1.08 g/Kg + 0.17 g/kg) groups showed a
55.7% and 36.7% increase respectively (p<0.05) compared to Sham group
(0.79 g/Kg * 0.15 g/kg). No differences in left ventricular and interventricular
septum masses were observed among the three groups. Likewise, water
content was not significantly different between groups. Intermittent group
showed a 19.2% increase in right ventricle myocardial fiber diameter and a
22.8% increase in myocardial fiber nuclei diameter, compared to Sham group
(p<0.05). Fixed group showed a 98% increase in right ventricle’s collagen
percentage area, when compared to Sham group (p<0.01), and a 69.2%
increase compared to Intermittent group (p<0.05). There was no significant

cellular proliferation in any groups. This study shows the urgency in seeking



for an alternative method of promoting hypertrophy in mature myocardium,
since traditional pulmonary artery banding caused increase in collagen area
without significant hypertrophy and experimental adjustable intermittent
pulmonary artery banding promoted hypertrophy with less systolic overload
without increasing collagen area. In conclusion, it suggests that a more
effective and less harmful hypertrophy can be achieved with intermittent
pulmonary artery banding, as compared to the fixed method, to prepare the
left ventricle for the double switch operation in adolescent and adult patients
with simple and congenitally corrected transposition of great arteries with

failed systemic right ventricle.

Descriptors: 1. Heart ventricles; 2. Hypertrophy / Physiopathology; 3. Right
ventricular hypertrophy; 4. Transposition of the Great Vessels / surgery;

5. Cardiac surgical procedures; 6. Pulmonary Artery; 7. Goats.
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1. INTRODUCAO

A disfuncgao tardia do ventriculo direito (VD) sistémico em pacientes
portadores de Transposi¢cdo das Grandes Artérias (TGA) operados no plano
atrial ou naqueles com Transposi¢ao Corrigida das Grandes Artérias (TCGA)
& uma complicacdo freqiiente."* Desde o final dos anos 80, diversos autores
vém reportando resultados satisfatérios realizando uma operagao que visa a
correcao anatdbmica destas afecgdes, através da inversao arterial (cirurgia de
Jatene),5 associada a inversao atrial.*® Esta operagao foi consagrada com o
nome de “Double Switch”, isto é, a cirurgia de dupla inversdo. Esta
abordagem visa impedir a evolugao natural da faléncia do VD sistémico, e,
consequentemente, evitar a adogdo de medidas mais drasticas nestes
pacientes, como o transplante cardiaco, pois resgata funcionalmente o
ventriculo esquerdo (VE) morfolégico para a circulagéo sistémica, aliviando a
sobrecarga pressérica sobre o VD, com melhora significativa de sua fungao.

Para a realizacdo do “Double Switch”, é mister que o VE, que esta
conectado a circulagao pulmonar, encontre-se hipertrofiado o suficiente para
suportar a circulacdo sistémica. Para isto, é preciso que haja uma

hipertensédo arterial pulmonar reversivel, estenose pulmonar (EP) ou uma
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comunicacdo interventricular (CIV) irrestrita, situacbes que permitam a
manutencdo da relagcdo volume / massa adequada para suportar a
resisténcia sistémica.'® ** Nos demais casos, faz-se necessario o preparo do
VE, através de bandagem do tronco pulmonar (BTP), visando promover o
preparo deste ventriculo, readaptando-o para trabalhar como bomba
pressérica. & ** 13

Entretanto, o preparo ventricular através da BTP nestes pacientes

apresenta resultados insatisfatérios,  ***°

principalmente quando realizado
na adolescéncia. Os principais problemas relacionam-se com o longo tempo
necessario para obtencdo do preparo, desenvolvimento de disfungdo
ventricular precoce e tardia, impossibilidade de preparo em pacientes
maiores e necessidade de re-intervencdes para ajuste da bandagem. Alguns
autores vém relatando estratégias alternativas ao preparo tradicional,
inclusive em estudos clinicos, predominantemente através da realizacdo de
bandagens ajustaveis do tronco pulmonar’ ou ainda promovendo
sobrecargas pressoricas intermitentes, mimetizando o treinamento muscular
esquelético de atletas.*” *®

Algumas questbes ainda persistem: conseguir-se-a obter hipertrofia
ventricular direita em animais adultos, no periodo de quatro semanas? O
processo de adaptagdo ventricular nos animais adultos seria fisiol6gico ou
patolégico? Haverd diferencas entre o estimulo de sobrecarga sistélica fixa
e o intermitente?

Neste contexto, acredita-se que o presente estudo, além de

esclarecer alguns questionamentos cientificos, poderia consolidar o0s



Introdugdo 4

conhecimentos do processo de adaptacdo ventricular em modelo animal
adulto, no sentido de se obter um preparo adequado para o tratamento

cirdrgico, com preservacao da fungéo ventricular.
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2. ASPECTOS DA LITERATURA

2.1. Preparo ventricular

Até meados dos anos 70, os pacientes portadores de TGA eram
submetidos exclusivamente & paliagdo cirdrgica pelas técnicas de inversao
atrial. Quando Jatene et al. descreveram a correcdo anatdmica desta
malformac&o,’ ela se aplicava apenas a criangas maiores portadoras de CIV
associada, uma vez que a cirurgia em neonatos néo era realizada. Em 1977,

19
l.

dois anos apés, Yacoub et al.” relataram um caso no qual foi realizada BTP,

associada a anastomose sistémico-pulmonar, para preparo do VE em
paciente com TGA e septo integro. Esta técnica possibilitou a ampliagdo das
indicagcbes de correcdo anatdmica nestes pacientes. No entanto, o longo
tempo de acompanhamento necesséario, somado ao elevado indice de
complicagcbes e mortalidade do preparo ventricular, foram fatores limitantes

para sua consagracdo.”” * Em 1987, llbawi et al.??

compararam trés
protocolos de hipertrofia ventricular e identificaram que, quanto maior a

sobrecarga pressorica, maior o prejuizo para a fungéo ventricular, sugerindo
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um protocolo de preparo ventricular menos agressivo, o que foi corroborado
anos mais tarde em estudo de preparo ventricular em individuos adultos.?®

Em 1989, Jonas et al.** descreveram o conceito de preparo rapido
do VE, no qual a corre¢do anatbmica era realizada, em média, oito dias apos
0 primeiro estdgio. Este recurso trouxe mais praticidade e melhora dos
resultados imediatos.” *° Paralelamente a isto, foram publicados varios
estudos mostrando os beneficios em longo prazo da corregéo anatémica, >
29 fazendo com que o conceito de preparo ventricular ganhasse forca, em
detrimento da correcdo no plano atrial.

Em 1994, Boutin et al.*® avaliaram a aquisicdo de massa muscular
durante o preparo ventricular e sua correlagdo com a funcdo ventricular
esquerda, tendo identificado que o pico de disfungédo ventricular ocorre nas
primeiras 12 horas pds-bandagem. Este inconveniente foi compensado apo6s
a obtencdo de hipertrofia ventricular, o que ocorreu com 48 horas de
evolucdo. Estes resultados puderam ser ratificados, em estudos
experimentais, no Instituto do Coracdo da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo.'” 3*3*

Pesquisadores japoneses avaliaram a funcdo ventricular tardia em
pacientes submetidos a cirurgia de Jatene com ou sem preparo do VE e
concluiram haver disfuncédo tardia nos pacientes com preparo prévio,*
guando comparados com aqueles que nao necessitaram de tal
procedimento.

Diante do alto indice de disfuncdo ventricular direita tardia nos

pacientes portadores de TCGA e naqueles submetidos previamente a
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correcdo a nivel atrial,*>*® Roger Mee propds a realizacdo de preparo do VE
com vistas ao recrutamento deste para a circulacdo sistémica, através da
BTP e posterior correcdo anatdmica, através da cirurgia de “Double Switch”.®

Este preparo se faz indicado em 25% a 45% destes pacientes,® * **

contudo,
a BTP constitui um desafio clinico-cirrgico nesta situacdo, pois ocorre
grande variabilidade no tempo do preparo, além da necessidade de reajuste

da bandagem em torno de 30% dos casos,® > **

0 que limita a aplicacdo
desta técnica em varios centros.

Mais recentemente, Benzaquen et al.”® identificaram alguns casos
de disfuncdo ventricular aguda do VE em individuos adultos submetidos a
BTP para preparo ventricular, no qual foi objetivada uma relagdo pressorica
VD / VE maior que 0,65. Os autores sugeriram, entdo, bandagens menos
agressivas, deixando esta relacdo em aproximadamente 0,5, mesmo que
isto exija um tempo mais prolongado de preparo.

Em 2008, Quinn et al.** avaliaram os resultados a médio prazo dos
pacientes submetidos a cirurgia de “Double Switch” para correcdo de TCGA,
comparando os pacientes que necessitaram preparo do VE e os que néo
necessitaram deste procedimento previamente. Os autores concluiram que o

preparo do VE foi considerado fator de risco independente para disfungéo

ventricular e morte ou necessidade de transplante cardiaco em médio prazo.
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2.2. Preparo ventricular no individuo jovem x adulto

O preparo ventricular em um individuo adulto consiste em tarefa
ainda mais ardua que no jovem. As dificuldades inerentes ao procedimento -
como a imprecisdo do ajuste da bandagem, a necessidade de re-

13, 14

intervengodes, grande variabilidade no tempo necessario e risco de

2% 3% 4 530 mais evidentes nesta

faléncia ventricular precoce e tardia
populacéo de pacientes.
O miocardio jovem mantém a capacidade de hiperplasia e

neoangiogénese,*

enquanto 0 mesmo ndo ocorre com O miocardio
maduro.® '® Este fato pode explicar, em parte, a diferenca na resposta ao
estimulo hipertréfico entre eles. O tempo médio para o preparo do VE no

24, 26, 30

individuo jovem é de alguns dias, porém, no individuo adulto, este

periodo pode variar de poucos meses a alguns anos.® "'+ 4’

Em 2005, Winlaw et al.”* avaliaram os resultados da BTP no preparo
do VE em pacientes portadores de TCGA ou TGA submetidos a corre¢cdo no
plano atrial, tendo relatado um indice de faléncia em torno de 45%, com 30%
dos pacientes necessitando de re-operagfes para ajuste da bandagem. Foi
identificada pelos autores a idade de 16 anos como limite para obtencéo do
preparo ventricular. Acima desta idade, os resultados da BTP foram
catastroficos.

Outras séries ja haviam relatado a dificuldade para preparar o

ventriculo de individuos maiores. Mavroudis e Backer * identificaram grande

area de fibrose na parede posterior do VE em paciente de 17 anos
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submetido previamente & BTP para preparo desta camara. O grupo de
Michigan também reportou sérias dificuldades no preparo do VE em

individuos acima de 12 anos de idade.?

2.3. Sobrecarga sistolica fixa X intermitente

Tem sido demonstrando que os pacientes portadores de TGA e
TCGA, submetidos ao preparo do VE, tendem a apresentar mais disfuncéo
ventricular a médio e longo prazo, quando comparados com pacientes que
ndo necessitaram deste procedimento para submeterem-se a correcao
anatdmica.”® ** ** Diante disto, varias linhas de pesquisa perseguem a forma
ideal de preparo ventricular, objetivando o ganho de massa sem
comprometimento da funcao.

Como o treinamento atlético promove uma hipertrofia ventricular
fisiolégica, sem disfuncdo miocardica,*® procurou-se transpor para o preparo
ventricular alguns principios ja adotados para os atletas. Dentre eles,
periodos de treinamento intenso, intercalados com periodos de descanso, 0
gue permite ao musculo realizar a reposicdo de seus estoques
intracelulares, adaptando-se gradativamente a nova condi¢ao pressorica.

H& uma 6bvia limitacdo nos estudos experimentais, uma vez que 0
ventriculo subpulmonar, nestes casos, € o VD, diferentemente dos pacientes
portadores de TGA e TCGA, quando o ventriculo a ser preparado pela BTP

€ o0 VE. Uma alternativa experimental é realizar a bandagem da aorta, como



Aspectos da Literatura 11

utilizado para estudos em Hipertensdo Arterial Sistémica, entretanto, neste
caso, promove-se uma sobrecarga nas artérias coronarias, o que também
difere do cenério clinico e limita a extrapolag&o dos resultados.*® *°

Pesquisadores franceses, estudando ovelhas adultas, demonstraram
qgue a hipertrofia provocada por dois periodos didrios de uma hora de
sobrecarga sistolica, durante cinco semanas, através de um dispositivo de
BTP ajustavel, mimetizando o efeito do treinamento atlético, foi menos lesiva
ao miocardio destes animais que a bandagem fixa.*®

Em 2006, um estudo conduzido na Universidade de Duke avaliou o
processo hipertréfico do VE de camundongos, comparando a hipertrofia
induzida por exercicios atléticos, como corrida e natagdo, com aquela
induzida por bandagem adrtica fixa e intermitente por um periodo de quatro
semanas. Estes autores demonstraram, através da avaliacdo
ecocardiogradfica e hemodindmica, que a bandagem intermitente
proporcionou uma hipertrofia mais fisioldgica que a bandagem fixa, similar
aos animais submetidos a treinamento atlético.*

Em nosso meio, Assad et al'’

estudando cabritos jovens,
compararam o estimulo hipertréfico continuo e intermitente por quatro dias,
usando dispositivo de BTP ajustavel, e perceberam que, apesar da menor
sobrecarga pressorica ofertada ao grupo intermitente, a hipertrofia

ventricular obtida foi de magnitude semelhante, com melhor desempenho

ventricular neste grupo.
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2.4. Historico da bandagem pulmonar ajustavel

A primeira técnica para restringir o fluxo pulmonar foi descrita por

' em 1952, através da excisdo parcial da luz do TP.

Muller e Danimann,®
Pouco depois, varios autores propuseram variantes técnicas,*
principalmente através de BTP com fita ao redor do vaso, °* o que facilitou
tecnicamente o procedimento.

Naquela época, a ajustabilidade do grau de constricdo do tronco
pulmonar ja era perseguida pelos cientistas. Jacobson et al.®
desenvolveram, em 1957, um dispositivo de borracha composto de um
reservatorio e um manguito, visando promover bandagem da aorta e da
artéria pulmonar de caes para desenvolver insuficiéncia cardiaca. Contudo,
a ocorréncia de solidificacdo do contraste injetado em seu interior inviabilizou
o projeto. Doze anos depois, Bishop e Cole % aprimoraram este dispositivo
com o0 mesmo objetivo e esbarraram em problemas de vazamento e
constricdo ineficaz dos vasos. Em 1967, Shane et al.*® desenvolveram um
dispositivo metalico de “bola e sela” para promover uma BTP ajustavel,
objetivando transpor os percalgos da BTP fixa, ja sentidos naquele tempo.®”
*8 Apesar de sua eficacia, o dispositivo foi abandonado devido & atrofia da
camada média do vaso observada apds trés meses de uso.®® Em 1968,

Simpson et al.®®

propuseram a introdugao de um cateter baldo endovascular
no TP para promover o controle do fluxo pulmonar, que também falhou
devido a migracéo do cateter, ora para o VD, ora para os ramos pulmonares.

Em 1972, Edmunds et al.*® descreveram o uso de um dispositivo de BTP
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ajustavel siliconizado, composto de botéo de insuflagdo e manguito circular
distensivel, porém, o prototipo apresentou inumeras falhas como
vazamentos, distensdo assimétrica e rotura do baldo, o que limitou seu
desenvolvimento. Em meados dos anos 80, para solucionar estes
inconvenientes, Park et al.* descreveram um manguito hidraulico acoplado
a um botdo auto-selante que dispunha de uma valvula unidirecional, o que
minimizava os problemas de vazamento, todavia impedia a reversibilidade
da bandagem. Ainda nesta época, dois grupos isolados descreveram

62. 83 sendo

técnicas semelhantes de BTP ajustavel através de torniquetes,
gue ambos testaram seus dispositivos em humanos com Ssucesso.
Entretanto, ndo se encontra relato na literatura de continuidade do uso da
técnica. Na segunda metade da década de 80, Solis et al.®* desenvolveram
dispositivo hidraulico de silicone com refor¢co da parede externa do manguito,
0 que evitava as distensdes centrifugas. Apesar do carater experimental do
estudo, este autor sugeriu, pela primeira vez, os beneficios da ajustabilidade
para o preparo do ventriculo subpulmonar.

No Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP (Incor - HC - FMUSP), vem sendo desenvolvida, hd mais
de 15 anos, uma linha de pesquisa envolvendo o estudo da adaptacéo
ventricular induzida por BTP ajustavel. Em 1998, Assad et al®> ®
demonstraram a presenca de hipertrofia induzida por cateter baldo na artéria
pulmonar de cabritos jovens com seis a dez dias de estresse sistélico

I 31, 32

progressivo. No final da década de 90, Dias et a estudaram o

desempenho de um dispositivo hidraulico de bandagem ajustavel do tronco
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pulmonar, promovendo a equalizacdo das massas musculares ventriculares
em cabritos jovens durante um periodo de 96 horas de sobrecarga sistolica

continua e progressiva. Posteriormente, Caneo et al.®’

compararam a
hipertrofia rdpida do VD por dois métodos: um endovascular, induzido pelo
cateter baldo, e outro extravascular, através de um dispositivo hidraulico de
BTP ajustavel, mostrando que ambos foram capazes de promover hipertrofia
de igual magnitude nas 96 horas de sobrecarga sistélica do VD. No mesmo

1.8 analisaram a atividade da enzima conversora da

ano, Rabello et a
angiotensina como um dos principais marcadores da sintese protéica do
miocérdio submetido a sobrecarga sistolica ajustavel por cateter baldo. Os
autores demonstraram um aumento expressivo da atividade daquela enzima
no préprio musculo cardiaco do VD submetido a sobrecarga sistélica. Em
2006, Assad et al.'’ compararam 0 estresse sistélico continuo versus o
estresse intermitente, em animais e tempo semelhantes ao dos estudos
anteriores, revelando nitido beneficio do dltimo sobre o protocolo de

1% estudaram a

sobrecarga sistdlica continua. Em 2007, Abduch et a
histopatologia deste mesmo grupo de animais, revelando achados
histoldgicos similares nos dois grupos, apesar do menor estresse sistélico no

grupo intermitente. Subsequentemente, Valente et al.*®

avaliaram o ganho
hipertréfico diario destes animais, demonstrando haver hipertrofia ventricular
com apenas 48 horas de estresse sistélico intermitente. A miniaturizagdo do
protétipo proposto por Assad et al. possibilitou sua primeira aplicagéo clinica
no tratamento cirargico da sindrome de hipoplasia de céamaras

esquerdas.*>®
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Ainda hoje, persistem os estudos experimentais em busca de
aprimoramento técnico dos dispositivos e da sua melhor forma de aplicagao.

Leeuwenburgh et al.”

estudaram experimentalmente o comportamento
cronico de seu dispositivo percutdneo de ajuste da BTP, enquanto outros
autores utilizaram-se de bandagens ajustaveis usadas em cirurgia de

bandagem géstrica para uso no coracéo e relataram relativo sucesso. " 2

Em 2002, uma inovac&o tecnoldgica foi introduzida por Corno et al.”®
Trata-se de um dispositivo controlado por telemetria, 0 que torna o método
mais prético para o uso clinico, porém traz consigo o inconveniente do custo
elevado e a impossibilidade de uso em pacientes acima de 20 kg'*. Apds
estudos de seguranca e efetividade em longo prazo,” o dispositivo batizado
como Flo-Watch-R-PAB® (EndoArt S.A., Lausanne, Switzerland) tem sido
utilizado com excelentes resultados. ™ " 7

Em 2003, Devaney et al.® descreveram o uso de BTP ajustavel, com
auxilio de dispositivo hidraulico siliconizado e botédo de insuflagdo implantado
no subcutdneo, em alguns pacientes submetidos a preparo do VE e
portadores de TCGA e TGA com correcdo a nivel atrial prévia.

No entanto, ndo existe até hoje um dispositivo ajustavel para uso

clinico em pacientes adultos e nem uma padronizagdo da melhor forma de

se obter preparo ventricular nestes individuos.
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OBJETIVOS

3.1. Analisar e comparar o processo de adaptagao ventricular em
animais adultos, através de medidas hemodinamicas e
ecocardiogréficas, durante quatro semanas de sobrecarga

sistdlica.

3.2. ldentificar as diferengas morfolégicas envolvidas nos dois
protocolos de sobrecarga sistélica do VD, comparadas ao
grupo Sham, quanto ao peso e contetudo de agua das massas

ventriculares.

3.3. Avaliar, apés o periodo de quatro semanas, as alteracdes

histoldgicas ventriculares provocadas pela sobrecarga sistolica.
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4, METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa do HC — FMUSP (protocolo 621/05) e foi realizado na
Divisdo de Fisiologia Aplicada do Incor - HC - FMUSP, de acordo com as
normas de uso de animais em ensino e pesquisa da COFIPA (Comissao de
Fiscalizacdo de Pesquisa Animal).

Foram utilizadas 18 cabras adultas, divididas em trés grupos: grupo
Sham (n = 6, peso = 26,42 kg + 2,63 kg, bandagem frouxa, sem sobrecarga
do ventriculo direito), grupo Fixo (n = 6, peso = 26,33 kg + 2,32 kg, BTP com
sobrecarga sistolica continua do VD) e grupo Intermitente (n = 6, peso =
2517 kg = 2,48 kg, BTP com dispositivo ajustavel e 12 horas / dia de
sobrecarga sistolica intermitente do VD). O peso dos animais né&o diferiu

entre os grupos, conforme mostrado na tabela 1.
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Tabelal. Peso dos animais no momento da eutanasia.

Sham Fixo Intermitente Valor de
N=6 N=6 N=6 p
Peso 26,42 + 263 26,33+2,32 25,17 +2,48 0,63

Valores (kg) = média + desvio padréo

4.1. Avaliacédo pré-operatéria

Na entrada ao biotério, os animais foram pesados e examinados por
veterinario para afastar doencas preexistentes. Foi realizada avaliacdo
ecocardiogréfica basal para certificacdo da inexisténcia de alteracbes

anatémicas ou morfoldgicas prévias ao procedimento.

4.2. Anestesia

Os animais permaneceram 36 horas em jejum de alimentos sélidos e
12 horas em jejum de liquidos antes da cirurgia. Ainda no biotério, foi
realizada a tricotomia cervical e tordcica a esquerda. Foi administrada
medicacdo pré-anestésica com Xilazina 2%, na dose de 0,1 mg/kg,
intramuscular (IM). A veia cervical esquerda foi puncionada com cateter
venoso Introcath 16G (BD, Juiz de Fora, MG) para infusdo de medicacdes e

soro fisiologico. A indugdo anestésica foi obtida com propofol 1% (7 mg/kg)
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intravenoso (IV) para intubacédo orotraqueal. Os animais foram mantidos em
ventilacdo mecénica com aparelho de anestesia microprocessado Takaoka
Fuji Maximus (Takaoka, Sao Paulo, SP), com fracdo inspirada de oxigénio
de 60 - 100%, volume corrente de 10 ml/kg, mantendo capnometria entre 35
- 45 mmHg. A anestesia foi mantida de forma inalatéria com Isoflurano (1 a
2%). As cabras foram posicionadas em decubito lateral direito, monitorizadas
com eletrocardiograma continuo (ECG) e linha de presséo arterial invasiva
continua, medida através de cateterismo da artéria auricular esquerda com
cateter Introcath 22G (BD, Juiz de Fora, MG). As cabras, entdo, foram
preparadas para procedimento estéril, realizando-se antissepssia com
iodopovidona (solugdo degermante e tdpica) e colocacdo de campos
estéreis. Todos os animais receberam antibioticoprofilaxia 30 minutos antes
da incisdo, que consistia de cefazolina (30 mg/kg), gentamicina (4mg/kg) e
Penicilina Benzatina (500.000 Ul) por via IM. Ap6s duas semanas, repetia-se
a dose de Penicilina Benzatina. Também foi administrada heparina sddica na
dose de 5.000 Ul, por via subcutanea, diariamente até o final do protocolo. A
analgesia pos-operatoria foi obtida nos trés primeiros dias com a

administracdo de Cloridrato de Tramadol (2 mg/kg, IM).
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4.3. Procedimento cirdrgico

4.3.1. Toracotomia e colocagé&o dos cateteres

Foi realizada toracotomia lateral esquerda no quarto espaco
intercostal. O pulméo foi afastado para abordagem da aorta toracica
descendente (Ao) e implante de cateter arterial Intracath 17G (BD, Juiz de
Fora, MG), previamente heparinizado. A seguir, o saco pericardico foi
amplamente aberto para exposi¢do da via de saida do VD e do Tronco
Pulmonar (TP). Foram implantados mais dois cateteres heparinizados no VD
e TP, conforme descrito previamente.17 Os cateteres foram fixados com
suturas em bolsa de prolene 5-0 e exteriorizados através da parede torécica,
onde também foram fixados a pele com fio de mononylon 4-0. Os cateteres
foram conectados ao monitor multiparamétrico Biomonitor 7 (BESE, Belo

Horizonte, MG) e testados quanto a permeabilidade e curvas de presséo.

4.3.2. Bandagem do tronco pulmonar (BTP)

O TP foi dissecado para implante da bandagem do tronco pulmonar.
Procurou-se evitar dissecgcbes extensas, limitando o descolamento ao
minimo necesséario para o implante dos dispositivos ou fitas de bandagem,
conforme descrito anteriormente. *” * Nos animais do grupo Fixo, a BTP foi

realizada com fita cardiaca de algodao (Polysuture, S&o Sebastido do
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Paraiso, MG), posicionada cerca de 10 mm acima do plano valvar. Ap6s o
devido ajuste, a fita foi fixada a adventicia do TP. Nos animais dos grupos
Intermitente e Sham, o dispositivo de bandagem ajustavel foi posicionado
imediatamente acima da valva pulmonar e também fixado a adventicia do
TP, para prevenir sua migracdo (Figura 1). Nos grupos de sobrecarga, as
bandagens foram ajustadas para se obter uma presséao sistolica no VD em
torno de 70% da pressédo sistélica sistémica. Para conseguir obter esta
relacdo no intra-operatério, foi necessério atingir plena adequacao volémica
e evitar manipulacdo excessiva das estruturas cardiacas, pois estes animais
possuiam limiar baixo para arritmias atriais e ventriculares. A pressao
sistélica sistémica foi mantida em torno de 100 mmHg através do ajuste de
anestésicos inalatorios e/ou do uso de Efedrina venosa em infusdo continua,
guando necesséario. Como dito, no grupo Fixo foi mantida a bandagem
ajustada, desde o momento da cirurgia até o final do protocolo, fazendo-se
necessaria uma melhor adaptacéo intra-operatdria do animal ao novo regime
de sobrecarga aguda. No grupo Sham, nao foi apertada a bandagem em

algum momento.
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INSUFLAGAOQ

DISPOSITIVO
BTP

Figura 1. Dispositivo de bandagem pulmonar ajustdvel implantado no
tronco pulmonar e cateteres implantados no ventriculo direito
(VD) e tronco pulmonar (TP).

4.3.3. Descri¢cdo do dispositivo de bandagem ajustavel

O dispositivo de bandagem ajustivel utilizado neste estudo
representa o desenvolvimento e aprimoramento de mais de 15 anos desta
linha de pesquisa, com a colaboragao da SILIMED, Silicone e Instrumental

Médico-Cirurgico e Hospitalar Ltda. (Rio de Janeiro, RJ), projetado para o
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uso clinico em adultos. Até o inicio deste trabalho, toda a elaborag¢do do
dispositivo havia sido baseada no uso em animais jovens, *" 3133 456569 pqr
isso, inicialmente foi tentada a utilizagcdo do mesmo protétipo em tamanhos
maiores para os animais adultos. No entanto, a maior pressdo exercida
sobre a bandagem nestes animais ndo permitiu gerar gradientes adequados
ao desenho do estudo, por falhas do dispositivo. Juntamente com o
departamento de bioengenharia da SILIMED, durante os 12 primeiros meses
da pesquisa foi desenvolvido um dispositivo mais adequado ao perfil dos
pacientes adultos, com maior espessura, resisténcia e maior toleréncia as
pressbes impostas sobre ele, além do prolongado tempo do estudo. O
protétipo final de bandagem ajustavel para adultos esta demonstrado na
Figura 2. O dispositivo é constituido por trés partes: anel de bandagem, tubo
extensor e botdo de insuflagdo. O anel de bandagem é um manguito
hidraulico em forma de U, cuja parede externa € constituida por dois
milimetros de silicone rigido, o que impede sua distensdo centrifuga.
Apresenta diametro interno de 15,5 mm, didmetro externo de 24,5 mm e
largura de seis milimetros. Um refor¢o de poliéster, de aproximadamente 0,8
mm de espessura, com furos ao longo do seu comprimento, foi planejado na
camada externa da bandagem, para sutura na adventicia da artéria. A
superficie interna apresenta uma camada distensivel de silicone com
espessura entre 0,6 e 0,8 mm, cuja expansdo comprime a luz do TP,
conforme a quantidade de liquido injetada no botdo de insuflacdo. Para se
evitar a distensao lateral desta superficie interna, foi planejado um reforgo

adicional, entre a membrana e a cinta de fechamento, com a mesma
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espessura (0,8 mm), que envolve lateralmente a membrana. Nas duas
extremidades do manguito, existem abas previstas para ajuste do perimetro
do dispositivo no TP. O tubo extensor, também de silicone, comunica
hermeticamente o anel de bandagem com o botdo de insuflagdo, com a
finalidade de conduzir o liquido injetado de um compartimento para o outro.
Apresenta didmetro interno de dois milimetros e comprimento de 25 cm. O
botdo de insuflacdo é um reservatoério circular feito em silicone auto-selante,
cuja base apresenta uma placa rigida. O reservatério apresenta uma saida,
gue é conectada ao tubo extensor. Este botao é implantado no subcutaneo,

permitindo assim o ajuste fino do didmetro do anel de bandagem por via

percutanea.

Figura 2. Dispositivo de bandagem ajustavel do TP produzido pela SILIMED
(Rio de Janeiro, RJ) para uso em animais adultos.Painel A:
Dispositivo desinsuflado; Painel B: Dispositivo insuflado com 2 ml.
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4.3.4. Sintese erecuperacao

Apds o implante da BTP, a cavidade pleural esquerda foi drenada
em selo d’agua. Nos animais dos grupos Sham e Intermitente, o botdo de
insuflacdo foi implantado e fixado no plano subcutdneo, proximo a coluna
vertebral do animal. As costelas e as partes moles foram aproximadas por
planos. Apds a sintese, os cateteres foram novamente testados e mantidos
cheios com heparina. Foi realizado curativo especial com compressas,
atadura de crepom e esparadrapo impermeavel para proteger a incisdo e os
cateteres durante o pds-operatorio.

Apés recuperagao anestésica completa, com respiragao espontanea
satisfatoria, os animais foram extubados e encaminhados ao biotério em
maca especial (InCor - FMUSP) para quadrupedes, onde foram mantidos em
observacao por aproximadamente seis horas. O dreno de térax foi entdo
removido apds constatacdo de drenagem minima, auséncia de fistula
bronco-pleural e boa expansibilidade pulmonar. Posteriormente, os animais

foram acomodados em suas respectivas baias.
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4.4, Protocolo de sobrecarga sistdlicado VD e leitura das pressdes

4.4.1. Grupo Fixo

O treinamento do VD foi iniciado na cirurgia de implante da
bandagem, conforme mencionado. Os animais permaneceram em
sobrecarga sistélica continua do VD por um periodo de quatro semanas,
com bandagem fixa, ajustada no momento da cirurgia, tentando-se obter
uma relacao pressorica sistolica de 0,7 entre o VD e a Ao. Com o animal
consciente e imobilizado em maca especial, foram anotadas as pressoes de
VD, TP e Ao duas vezes por semana (Figura 3), ja que as pressdes
mantiveram-se relativamente constantes ao longo do periodo de
treinamento, conforme constatado em estudo piloto. O gradiente pressérico
entre VD e TP e a relagéo de pressfes entre o VD e a Ao foram obtidos pela

medida de suas respectivas pressdes sistolicas.
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Figura 3. Gréfico temporal do protocolo do grupo Fixo.
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4.4.2 Grupo Intermitente

O treinamento do VD foi iniciado apds recuperacédo plena da cirurgia
(aproximadamente 70 horas de convalescenca). Como no grupo Fixo, as
pressdes basais de VD, TP e Ao foram anotadas com o animal consciente,
imobilizado em maca especial e com o dispositivo completamente
desinsuflado. ApGs a leitura das pressdes basais, o dispositivo de bandagem
ajustavel foi insuflado, utilizando soro fisiol6gico 0,9% em seringa de trés ml
com agulha Surecan 20G (BBraun, Melsungen, Alemanha), observando-se
as curvas de pressfes do VD e Ao, de modo a atingir uma presséao sistolica
de VD de aproximadamente 70% da pressao sistélica sistémica, desde que
ndo provocasse queda superior a 10% da ultima, conforme descrito em
estudos prévios.'” 3> ° As pressdes finais foram entdo aferidas e anotadas.
A seguir, o animal retornava ao biotério e a sobrecarga sistélica do VD foi
mantida por um periodo de 12 horas. Passado este periodo, o animal foi
novamente colocado na maca especial para monitorizacdo hemodinamica.
Apoés nova leitura de pressoes, o dispositivo foi desinsuflado e, mais uma
vez, as pressdes foram aferidas. O procedimento de insuflar e desinsuflar o
dispositivo foi realizado duas vezes ao dia, todos os dias do protocolo, sendo
gue as pressOes foram aferidas duas vezes ao dia, trés dias por semana.
Nos demais dias, o volume injetado correspondeu ao mesmo volume

calculado no dltimo dia de medidas hemodinamicas (Figura 4).
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ECO= estudo ecocardiografico; H+I= Medidas Hemodinamicas seguidas de Insuflacdo do
dispositivo; H= Medidas Hemodinamicas; H+D= Medidas Hemodinamicas seguidas de
Desinsuflagcdo do dispositivo; I=Insuflacdo do dispositivo; D= Desinsuflagdo do
dispositivo.

Figura 4. Gréfico temporal do protocolo do grupo Intermitente.

Nas situacdes em que o animal apresentou sinais clinicos de hipoxia
importante, como agitacédo, dificuldade respirat6ria ou arritmias, o volume do

dispositivo foi reduzido para o maior valor previamente tolerado pelo animal.

4.4.3. Grupo Sham

As medidas hemodinamicas foram realizadas duas vezes por
semana, durante as quatro semanas do estudo, assim como no grupo Fixo

(Figura 5).
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Figura 5. Grafico temporal do protocolo do grupo Sham.

4.5, Estudo ecocardiogréfico

Todos os animais foram submetidos a avaliacdo ecocardiografica
pelo mesmo observador, que foi cegado para o grupo dos animais,
previamente ao inicio do protocolo, assim como semanalmente no pés-
operatdrio, para avaliar o processo de adaptacdo do VD de ambos 0s grupos
estimulados, durante as quatro semanas de sobrecarga sistolica.

Para a realizacdo dos exames, as cabras foram tricotomizadas no
hemitorax direito, sedadas com Quetamina (10 mg/kg, IM) e mantidas em
decubito lateral esquerdo durante os exames. Utilizou-se aparelho de
ecocardiograma ACUSON Cypress (Siemens, Munique, Alemanha) e
transdutor setorial multifrequencial (2,4 MHz) para a obtencdo das imagens.
Todos os animais foram avaliados antes do procedimento cirargico com a
finalidade de aferir as espessuras basais da parede livre do VD, do septo
interventricular (SIV) e parede posterior do VE e para afastar anormalidades

cardiacas.
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As espessuras do SIV e da parede posterior do VE foram
mensuradas no ecocardiograma bidimensional, no final da diastole, através
do corte paraesternal longitudinal na altura das cuspides da valva mitral.”

A espessura da parede livre do VD foi obtida no corte paraesternal
eixo curto (na altura dos vasos da base e no nivel dos musculos papilares) e
no corte longitudinal quatro camaras, na regido onde seus limites fossem

mais facilmente visibilizados. A seguir, obteve-se a média aritmética desses

valores.

4.6. Estudo morfoldgico

4.6.1. Pesagem das massas cardiacas

Apds o encerramento do protocolo de cada animal, foi realizada a
eutanasia para ressec¢do do coragdo. Antes da inducdo anestésica, o
animal foi pesado. Apés a anestesia, conduzida como descrito anteriormente
para realizacdo do primeiro procedimento, foi procedida toracotomia
esquerda na incisdo prévia e foram realizadas medidas das pressdes de VD,
TP e Ao. Foi, entdo, realizada lise das aderéncias, isolamento das veias
cavas superior e inferior e dissec¢cdo das grandes artérias. Apos
aprofundamento do plano anestésico, foram administrados heparina (5
mg/kg, 1V) e cloreto de potassio 19,1% (20 ml, 1V) para se obter a parada

cardiaca. O coracdo foi entdo removido do térax e a gordura epicérdica
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cuidadosamente ressecada. Os grandes vasos e 0s atrios, juntamente com
as valvas cardiacas, foram removidos. Os ventriculos e o SIV foram

separados de acordo com a técnica de Fulton et al.”

As paredes livres do
VD e VE foram separadas do SIV, através de incisdo paralela ao trajeto das
artérias interventriculares anterior e posterior, nos lados direito e esquerdo
do SIV, respectivamente. A seguir, o VD, VE e o SIV foram pesados em
balanca digital METTLER AE-200 (Mettler-Toledo AG, Greifensee, Suiga).
Devido a variacdo de peso dos animais, as medidas foram normalizadas

pelo respectivo peso corporal de cada animal no dia da eutanasia, conforme

sugestdo de Bishop e Cole.”® Os pesos normalizados foram expressos em

o/kg.

4.6.2. Conteludo de agua dos tecidos

Depois de realizada a pesagem total das massas, foram colhidas
amostras de cada uma das paredes cardiacas para avaliacdo de contetdo
de 4gua (CA). O peso inicial (Pi) de cada amostra foi obtido, a seguir, as
amostras foram acondicionadas em papel aluminio e devidamente
identificadas, antes de serem colocadas na estufa (temperatura: 55-60° C).
Apoés cerca de 70 horas de desidratacdo, cada amostra foi novamente
pesada para se obter o peso seco (Ps). O percentual do conteddo de agua
foi entdo obtido através da seguinte formula, assumindo que a distribuicdo

de agua foi homogénea no septo e nos ventriculos:
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CA (%) = 100 — (Ps x Pi"" x 100)

O contetdo de agua das massas musculares cardiacas dos grupos
Fixo e Intermitente foi comparado ao do grupo Sham, com o fim de se
esclarecer se o ganho de peso do VD dos grupos de estudo estaria

associado a edema miocéardico ou a aquisi¢cao real de massa muscular.

4.6.3 Analise Histolégica

Apés a eutanasia e o processo descrito acima de separacgdo,
pesagem e coleta de fragmentos para secagem, as pecas de VD, VE e SIV
foram fixadas em formalina a 10% por 48 horas. Foram obtidas sec¢des
transversais de ambos o0s ventriculos e do SIV no nivel da massa
miocérdica. ApoOs processamento histolégico de rotina, cortes de 5
micrébmetros (um) de espessura (obtidos com micrétomo Leica RM 2145)
foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e Picro-Sirius vermelho (PS).
Os cortes também foram submetidos a reacdo de imunohistoquimica para

deteccao de células marcadas para Ki-67 (ver descricdo abaixo).
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4.6.3.1 Diametro dos cardiomiécitos e nucleos

Através da coloracdo HE, os cortes foram observados em
microscopio 6tico. O sistema de andlise de imagens Quantimet-Leica (Leica
Cambridge Ltda, Cambridge, Inglaterra) foi utilizado para medir o diametro
médio das fibras miocardicas medido ao nivel do nucleo. Os nacleos foram
medidos nos mesmos campos.®

Para cada parede miocéardica (VD, VE e SIV), foram medidos os
didmetros de 60 células e de seus respectivos nucleos, sob objetiva de 40X,
conforme sugerido por Abduch et al.*** As medidas foram tomadas na altura
dos ndcleos, no maior eixo transverso das células. Os campos foram
analisados sequencialmente, sendo que as células deveriam ter os limites
bem definidos para que fossem avaliadas. Para cada parede ventricular foi

determinada uma média de diametro de cardiomiécitos e uma de nucleos.

4.6.3.2.Porcentagem da area de coladgeno

Através da coloracao PS vermelho, os cortes foram observados em
microscopio 6tico. O sistema de andlise de imagens Quantimet-Leica (Leica
Cambridge Ltda, Cambridge, Inglaterra) foi utilizado para quantificar a
porcentagem de area de colageno no tecido cardiaco. ®° Este método cora o
colageno em vermelho e as fibras musculares em amarelo-palido.

Quantificou-se o coldgeno através da cor, por meio da marcacao prévia de
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uma regido sabidamente preenchida, de forma que o programa
reconhecesse automaticamente todas as estruturas coradas no mesmo tom
(vermelho). Ajustes manuais fortuitos foram necessarios a fim de adicionar
ou remover areas ndo marcadas ou reconhecidas incorretamente pelo
sistema. Com lente objetiva de 20X, vinte campos foram analisados e o0s
resultados expressos como média da porcentagem de &rea ocupada por
colageno. Regifes ocupadas por vasos com calibre acima de 50 um e a

presenca de artefatos histolégicos foram evitados.

4.6.4. Analise imuno-histoquimica da proliferagao celular

A andlise quantitativa da distribuicdo das células positivas para Ki-67
(antigeno marcador de proliferacdo celular) foi realizada através de cortes
fixados em formalina e embebidos em parafina. Cortes histoldgicos de cinco
um de espessura foram submetidos a reagfes de imuno-histoquimica de
acordo com protocolo do sistema Streptavidina conjugada com peroxidase.®*
Como controle positivo da reacao, utilizou-se corte histologico de eséfago de
um dos animais, obtendo-se células marcadas nas por¢des basais do
epitélio. Este controle € feito com um segmento de érgdo em que as células
apresentam alta capacidade de proliferagcdo (como epitélio, por exemplo),
com a finalidade de comprovar se a prova imuno-histoquimica aplicada é

eficiente para o individuo estudado.
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Laminas contendo cortes de tecido foram desparafinadas em trés
banhos de xilol, hidratadas e submetidas a técnica de recuperacdo de
antigenos com a finalidade de expor os epitopos teciduais para as reacdes
imuno-histoquimicas.

O marcador de proliferagdo celular utilizado foi o anticorpo primario
Ki-67 produzido em camundongo, clone MIB- 1, codigo IM0505 (DAKO,
Grostrup, Dinamarca). Conforme estabelecido em estudo anterior, este
marcador foi utilizado com éxito em tecidos de caprinos. ** 8

Para recuperacdo antigénica, as laminas foram imersas em citrato
de sodio e aquecidas em panela de pressao por 15 segundos. Depois de
feita a recuperacdo de antigenos, as laminas foram lavadas em dois banhos
de PBS (tampéo salina fosfato 1M pH 7,4) e realizou-se o bloqueio da
peroxidase enddgena pelo tratamento com peroxido de hidrogénio 130
volumes a 3% em PBS. As laminas foram entdo colocadas numa camara
Umida e submetidas a soro fetal bovino por uma hora em estufa a 37°C. A
seguir foram secas e expostas ao anticorpo primario.

O anticorpo primério foi diluido em PBS, na titulacdo de 1/400.

Apébs a aplicagdo do anticorpo primério, as laminas foram deixadas
em camara Umida a 4°C na geladeira durante a noite. Apds 18 a 20 horas de
incubacao, foram entdo lavadas em trés banhos de PBS pH 7,4 e incubadas
em camara Umida com anticorpo secundario diluido em PBS por uma hora
em estufa a 37°C. Foi utilizado anticorpo secundério anti-camundongo IgG

biotinilado, produzido em coelho, cédigo E0354 (DAKO), na diluicdo de
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1/200 em PBS, para marcagado dos nucleos de miocardidcitos e células do
intersticio e vasos em proliferacao.

Seguiu-se passagem em trés banhos de PBS e incubagdo com
estreptoavidina (Streptavidin/ HRP, codigo PO397, DAKO) conjugada com

peroxidase na diluicdo 1/100 em PBS por uma hora em estufa a 37°C.

As ladminas foram novamente lavadas em trés banhos de PBS,
seguindo-se a revelagdo da reac¢do, quando se usou 3,0 tetracloridrato de
diaminobenzidina (DAB, codigo K3466, DAKQO) — (0,04%), por cinco minutos

em banho-maria a 37°C.

Apos passagem em agua corrente, os cortes foram contracorados
com hematoxilina de Harris para evidenciar os nucleos. A seguir foram
desidratados em banhos sucessivos de agua corrente, alcool a 70%, alcool a
95%, alcool a 100%, xilol e cobertos com laminula usando-se resina

sintética.

Os cardiomidcitos e as células do intersticio e dos vasos marcados
com o anticorpo (coloragdo castanho-dourada) foram quantificados
microscopicamente pelo numero médio de células por campo com aumento
de 40x. Avaliaram-se 12 campos por lamina, o que correspondeu a
aproximadamente 1000 cardiomidcitos e 1500 células de intersticio e vasos.
As células marcadas foram identificadas, contadas e diferenciadas em
cardiomiocitos ou células do intersticio e vasos. Para cada parede ventricular
foi obtida a média de células de cardiomidcitos e de intersticio e vasos

marcadas, considerados os 12 campos analisados.
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4.7. Andlise estatistica

A normalidade da distribuicdo de cada variavel foi avaliada por meio
do teste de Kolmogorov-Smirnov. As médias de variaveis como espessuras
da parede livre do VD, da parede posterior do VE e SIV (medidos pelo
exame de ecocardiograma), razdo VD/Ao e gradiente de pressdo VD/TP
foram comparadas entre os grupos e ao longo do protocolo por meio de
Andlise de Variancia (ANOVA) de dois fatores para medidas repetidas,
seguida das comparac¢Ges multiplas de Bonferroni. Ja os valores de massa,
conteudo de agua, didametros de cardiomiocitos e nucleos e porcentagem de
area de colageno foram comparados por meio de ANOVA de um fator,
seguido das comparac¢des multiplas de Bonferroni. A andlise de proliferacao
celular, devido a raridade de eventos, foi analisada por meio do teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de compara¢c6es multiplas de Dunns. A
sobrecarga sistélica imposta ao VD, dos grupos Sham, Fixo e Intermitente,
foi avaliada através do calculo das areas sob as curvas (método trapezoidal).
A comparacgao das &reas sob as curvas foi realizada por meio de ANOVA de
um fator, seguido das comparag¢des multiplas de Bonferroni. Os valores
foram apresentados na forma de média + desvio padrdo (DP), a ndo ser na
analise de proliferagdo celular, que foi expressa em mediana com limites
inferiores e superiores. Para todos 0s casos, o nivel de significancia utilizado
foi de 5%. As andlises estatisticas foram realizadas através dos softwares
utilizando o programa GraphPad Prism v.4 (San Diego, CA - EUA) e

SigmaStat v.3.11.0 (Systat Software, Inc.).
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S. RESULTADOS

Foram operados 26 animais, porém apenas 18 completaram o
protocolo, perfazendo uma mortalidade global de 30,8%. A mortalidade no
grupo Intermitente foi de dois animais (25%), sendo um Gbito por infeccéo na
terceira semana pds-operatdria e outro por sangramento na reoperagao para
trocar um dispositivo com vazamento, na segunda semana. No grupo Fixo,
houve perda de trés animais (33,3%), sendo um por infecgdo na quarta
semana, um por broncoaspira¢cdo no pés-operatorio imediato e um por causa
ndo esclarecida na primeira semana. No grupo Sham, a mortalidade foi de
33,3% (trés animais), sendo um por broncoaspiracdo no pos-operatorio
imediato, um por arritmia ventricular no intra-operatorio e outro por hipdxia
no pos-operatério imediato, provavelmente causada por depressao

respiratoria, devido ao efeito sinérgico de analgésicos opidides.
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5.1. Medidas hemodinamicas

5.1.1. Gradiente de pressao VD/TP

No momento Basal, todos os grupos foram semelhantes. No grupo
Sham, o gradiente basal foi mantido durante todo o protocolo (Figura 6),
diferentemente dos demais grupos (p<0,05). Na cirurgia, os gradientes de
pico no grupo Fixo e Intermitente se equipararam. No entanto, a partir da
primeira semana, quando ocorreu queda nao significativa dos gradientes no
grupo Fixo, os valores foram significativamente maiores no grupo
Intermitente (p<0,05). O gradiente VD/TP no grupo Fixo apresentou uma
gueda significante no momento da eutanasia (p<0,05), comparado aos

valores da quarta semana (Figura 6).
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* p<0,05 comparado ao instante Basal em relagdo ao seu respectivo grupo; # p<0,05
diferenga entre os grupos Fixo e Intermitente quando comparado ao grupo Sham; & p<0,05
diferenca entre os grupos Fixo e Intermitente para os instantes. $ p<0,05 diferenca entre os
momentos Eutanasia e 4° semana no grupo Fixo.

Figura 6. Comparativo da evolugdo semanal do gradiente VD/TP de pico
nos grupos Sham, Fixo e Intermitente.

A area de sobrecarga sistdlica gerada pela bandagem do TP nos
grupos Sham, Fixo e Intermitente, ao longo de todo o protocolo, esta
representada na Figura 7, painel A. O painel B mostra a comparag¢ao das
areas sob as curvas de sobrecarga sistélica global imposta ao VD, durante
todo o periodo de estudo. No grupo Intermitente, apdés o periodo de
recuperagcao pos-operatoria de 72 horas, foi possivel notar picos de
gradientes sistdlicos VD/TP superiores aos daqueles gerados no grupo Fixo,

alternados com periodos de “descanso” do VD. E importante ressaltar que o
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volume de liquido injetado no dispositivo de bandagem ajustavel do grupo
Intermitente foi repetido nos intervalos das avaliagbes hemodinamicas. No
grupo Fixo, observa-se um gradiente praticamente continuo, com pequenas
guedas do gradiente entre a cirurgia e a primeira semana e entre a quarta
semana e o momento da eutanasia. No grupo Sham, observa-se um
gradiente praticamente linear, sem grandes alteragbes, que se manteve
proximo a linha de base (Figura 7, painel A).

Ambos os grupos estimulados apresentaram aumento da sobrecarga
sistdlica imposta ao VD (p<0,001), quando comparados ao grupo Sham
(Figura 7, painel B). No entanto, quando comparados entre si, notou-se

maior sobrecarga sistélica global imposta ao VD no grupo Fixo (p<0,001).
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* p < 0,001: comparado ao grupo Sham; # p < 0,001 comparado ao grupo Fixo.

Figura 7. Area de sobrecarga pressoérica imposta pela bandagem nos
grupos Sham, Fixo e Intermitente, durante o periodo do protocolo;
Painel A: llustracdo gréafica; Painel B: Comparacéo entre as areas
sob as curvas.
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5.1.2. Razéo de pressbdes VD/Ao

A razao pressorica VD/Ao basal foi semelhante em todos os grupos
e ao redor de 0,25. Conforme objetivado, na cirurgia, foi possivel alcancar
uma relacao pressorica entre VD e Ao de 0,7 nos grupos estimulados. No
entanto, notou-se queda significativa desta razdo no grupo Fixo, a partir da
primeira semana (p<0,05), que se manteve ao longo do periodo estudado.
J4 no grupo Intermitente, diante da possibilidade do ajuste diario da
bandagem, a relagdo VD/Ao méaxima manteve-se em torno de 0,7 ao longo
de todo o periodo de estudo, diferentemente do grupo Fixo (p<0,05), a ndo
ser por uma redugdo nao significativa na quarta semana (Figura 8), com
recuperacdo da relagdo no momento Eutanasia. No grupo Sham, observou-
se relagBes VD/Ao préximas aos valores basais, portanto inferiores aos

demais grupos ao longo de todo o protocolo (p<0,05).
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* p<0,05 comparado ao instante Basal em relagdo ao seu respectivo grupo; # p<0,05
diferenca entre os grupos Fixo e Intermitente quando comparado ao grupo SHAM; &
p<0,05 diferenca entre os grupos Fixo e Intermitente para os instantes. $ p<0,05
diferenca entre o momento Cirurgia e 0s momentos subsequentes no grupo Fixo.

Figura 8. Comparagdo temporal da relacdo VD/Ao maxima nos grupos
Sham, Fixo e Intermitente.

O painel A da Figura 9 mostra a razdo de pressdes VD/Ao ao longo
das quatro semanas nos grupos Sham, Fixo e Intermitente. Nota-se que as
oscilagfes didrias desta razdo no grupo Intermitente se iniciaram
tardiamente em relacdo ao grupo Fixo, devido ao periodo de recuperacao
poés-operatéria. Observa-se ainda, no grupo Intermitente, uma queda dos
picos da relacdo na ultima semana. No grupo Fixo, h4 uma queda da relacédo

VD/Ao ap0s a cirurgia. Entretanto, esta relagdo permaneceu superior a do
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grupo Sham e dos valores observados nos periodos de “repouso”
(dispositivo de BTP desinsuflado) do grupo Intermitente.

A comparagdo das areas sob as curvas da razdo VD/Ao nos grupos
estudados mostrou aumentos similares na sobrecarga pressérica imposta ao
VD nos grupos Fixo e Intermitente (Figura 9, painel B), quando comparados

ao grupo Sham (p<0,05).
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* p<0,05 comparados ao grupo Sham

Figura 9. Razdo de pressdes VD/Ao ao longo do protocolo, nos grupos
Sham, Fixo e Intermitente; Painel A: llustracdo grafica; Painel B:
Comparacgao entre as areas sob as curvas.
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5.2. Achados ecocardiograficos

5.2.1. Espessurada parede livre do VD

Quando se avaliaram os valores absolutos das medidas das
espessuras da parede livre do VD através da ANOVA de dois fatores para
medidas repetidas, notou-se uma maior espessura no grupo Intermitente,
comparado ao grupo Sham, a partir da segunda semana de estudo. No
entanto, ndo foi constatada significancia estatistica entre as medidas dos
grupos Intermitente e Fixo (tabela 2). Por sua vez, a analise das variacfes
relativas (delta percentual) da espessura da parede livre do VD, ao longo do
periodo de estudo (Figura 10), p6de constatar uma variagcdo de espessura
expressiva no grupo Intermitente a partir da 12 semana do estudo (p<0,001),
além de uma maior variacdo da espessura neste grupo, quando comparado
ao grupo Sham em todas as semanas (p<0,001) e quando comparado ao

grupo Fixo na segunda e na quarta semanas (p<0,01).
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Tabela 2. Espessura da parede livre do ventriculo direito (VD) nos grupos
Sham, Fixo e Intermitente, medida pelo ecocardiograma, nas
guatro semanas de estudo.

Sham Fixo Intermitente
Tempo N=6 N=6 N=6
BASAL 0,44 + 0,02 0,48 + 0,03 0,43+ 0,03
la. semana 0,43 + 0,03 0,53+ 0,09 0,53+ 0,06
2a. semana 0,45+ 0,02 0,52 + 0,07 0,59 + 0,05"
3a. semana 0,44 + 0,02 0,53+ 0,07 0,54 + 0,05
4a. semana 0,44 + 0,01 0,52 + 0,07 0,57 +0,05"

Valores (cm) = média * desvio padrao; # p<0,05 comparado ao grupo Sham para o mesmo
momento.
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* p<0,001 comparado ao Basal do grupo Intermitente; # p<0,001 diferenca entre os
grupos Intermitente e Sham; $ p<0,01 diferenca entre os grupos Intermitente e Fixo.

Figura 10. Variacdo percentual da espessura (delta) da parede livre do
ventriculo direito (VD), medidas pelo ecocardiograma, nos grupos
Sham, Fixo e Intermitente ao longo das quatro semanas de

estudo.
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5.2.2. Espessurado septo interventricular (SIV)

A espessura do SIV, medida por meio do exame ecocardiografico,
nao apresentou variagcdes entre os grupos (Tabela 3). A avaliacdo dos deltas
de variacdo da espessura do SIV também n&o mostrou diferengas entre os
grupos (Figura 11).

Tabela 3. Espessuras do Septo interventricular (SIV) nos grupos Sham,

Fixo e Intermitente, medidas pelo ecocardiograma, nas quatro
semanas de estudo.

SIvV
Tempo
Sham Fixo Intermitente
N=6 N=6 N=6
BASAL 0,64 + 0,04 0,69 + 0,02 0,69+ 0,01
12 semana 0,66 + 0,05 0,68 + 0,05 0,71 +0,01
2% semana 0,64 + 0,04 0,70 + 0,05 0,70+ 0,02
3% semana 0,66 + 0,05 0,71 + 0,07 0,70+ 0,04
4% semana 0,63 + 0,02 0,68 + 0,05 0,70 £ 0,02

Valores (cm) = média + desvio padréo
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Figura 11. Variacdo percentual de espessura (delta) do SIV nos grupos
Sham, Fixo e Intermitente, medida pelo ecocardiograma, nas
quatro semanas de estudo.

5.2.3. Espessurada parede posterior do VE

Assim como para o SIV, as medidas de espessura da parede
posterior do VE néo foram diferentes entre os grupos (Tabela 4). Nota-se
gue as curvas que descrevem as variacfes percentuais das espessuras
(delta de variacdo) da parede posterior pouco se modificam ao longo do

protocolo (Figura 12).
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Tabela 4. Espessuras da parede posterior do ventriculo esquerdo (VE) nos
grupos Sham, Fixo e Intermitente, medidas pelo ecocardiograma,

nas quatro semanas de estudo.

VE
Tempo
Sham Fixo Intermitente
N=6 N=6 N=6
BASAL 0,64 + 0,03 0,68 + 0,06 0,70 + 0,03
1% semana 0,65 + 0,04 0,68 + 0,05 0,71 +0,01
2% semana 0,65 + 0,03 0,68 + 0,01 0,70+ 0,02
3% semana 0,66 + 0,03 0,70 + 0,06 0,70+ 0,02
4% semana 0,64 + 0,03 0,70+ 0,02 0,69 + 0,02

Valores (cm) = média * desvio padrédo
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Figura 12. Variacédo percentual de espessura (delta) da parede posterior do
ventriculo esquerdo (VE) nos grupos Sham, Fixo e Intermitente,
medida pelo ecocardiograma, nas quatro semanas de estudo.
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5.3. Achados Morfologicos

5.3.1. Pesagem das Massas Cardiacas

Os dados de peso das massas das cavidades ventriculares,
normalizadas para o peso de cada animal, estdo apresentadas na tabela 5.
Os grupos Intermitente e Fixo apresentaram um aumento de 55,7% e 36,7%,
respectivamente, da massa do VD em relagdo ao grupo Sham (p<0,05;
Figura 13, painel A). Os pesos das massas do SIV (p=0,09) e do VE

(p=0,30) n&o variaram entre os grupos (Figura 13, painéis B e C).

Tabela 5. Peso das massas cardiacas de ventriculo direito (VD), septo
interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) normalizadas
pelo peso dos grupos Sham, Fixo e Intermitente.

Sham Fixo Intermitente

NG iy o Valor de p
VD 0,79 +£0,15 1,08+ 0,17 * 1,2410,16# <0,05
sy 0.84+020 096+019  1,09+0,13 0,09
VE 1,35+ 0,22 1,52 +0,21 1,47 + 0,10 0,30

Valores= média em g/Kg + desvio padrdo; * p<0,05 comparado ao grupo Sham;
# p<0,001 comparado ao grupo Sham.
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Figura 13. Pesos do VD (painel A), SIV (painel B) e VE (painel C)
normalizados pelo peso corporal (g/kg) dos grupos Sham, Fixo e
Intermitente.

5.3.2. Contetdo de Agua

N&o houve diferenca significante no conteddo de agua entre os

grupos (tabela 6), em nenhum dos segmentos estudados (Figura 14).
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Tabela 6. Contetdo de Agua do ventriculo direito (VD), septo
interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) dos grupos

Sham, Fixo e Intermitente.

Conteudo de Sham Fixo Intermitente

Agua N=6 N=6 N=6 VEIEr elE 2
VD 79,16 = 1,28 79,67 £ 1,25 80,61 + 1,87 0,27
SIv 78,72 £ 1,15 78,74 + 1,95 79,47 £ 1,55 0,65
VE 78,23 £ 1,03 79,25 +£1,79 79,98 £ 2,30 0,26
Valores (%) = média + desvio padréo.
A c
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Figura 14. Conteudo de agua do VD (painel A), SIV (painel B) e VE (painel
C) dos grupos Sham, Fixo e Intermitente.

5.4. Achados histoldgicos

5.4.1. Diametro dos cardiomidcitos

Nota-se que as medidas dos didmetros dos cardiomiocitos do VD
dos grupos Fixo e Intermitente apresentaram um incremento de 12,3% e
19,2%, respectivamente, em relagdo as medidas do grupo Sham (Tabela 7).
No entanto, apenas o grupo Intermitente apresentou aumento significativo

nos didmetros em comparacdo ao grupo Sham (p=0,036). Por sua vez, 0s
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didmetros dos cardiomi6citos do SIV (p=0,25) e VE (p=0,28) néao

apresentaram diferencas entre os grupos (Figura 15).

Tabela 7. Diametros dos cardiomiécitos do ventriculo direito (VD), septo
interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) dos grupos
Sham, Fixo e Intermitente.

Sham Fixo Intermitente \valor de p
N=6 N=6 N=6

VD 11,54 + 0,89 12,96 + 1,35 13,76 + 1,687 <0,05

SIv 12,24 + 1,19 11,32 + 0,70 11,98 + 0,86 0,25
VE 12,49 + 1,13 12,35 +1,51 11,35+ 1,19 0,28

Valores (um) = média * desvio padrao; # p<0,05 comparado ao grupo Sham

A B cC
181 # 181 8
16 1 o 16 16 1
4 v
£ 147 Vo—— " e" 1y
v *
3 + = +* 35 —pelin
124 _2aad o 2] = v —a, T 121 L T e
R v A Ty K A v T:_
10 1 A 104 v 10 4 v *
8 T T T 8 T T T
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# p<0,05 comparado ao grupo Sham.

Figura 15. Diametros dos cardiomiocitos no VD (painel A), SIV (painel B) e
VE (painel C) dos grupos Sham, Fixo e Intermitente.
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5.4.2. Diametro dos nulcleos dos cardiomiécitos

Paralelamente, os diametros dos nucleos dos cardiomiécitos do VD
dos grupos Fixo e Intermitente foram 14% e 22,8% superiores aos do grupo
Sham, respectivamente (Tabela 8). Entretanto, foi detectada significancia
estatistica apenas na comparacdo entre o grupo Intermitente e o grupo
Sham (p<0,05). Os didmetros dos nucleos do SIV (p=0,95) e do VE (p=0,38)

néo variaram entre os grupos (Figura 16).

Tabela 8. Diametros dos nucleos dos cardiomidcitos no ventriculo direito
(VD), septo interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) dos
grupos Sham, Fixo e Intermitente.

Sham Fixo Intermitente Valor
N=6 N=6 N=6 dep
VD 3,86 £0,14 4,40 £ 0,48 4,74+0,71 " <0,05
SIvV 3,80+0,28 3,73 +£0,59 3,82 £ 0,58 0,95
VE 3,89+£0,13 3,69 +£0,16 3,84 £ 0,38 0,38

Valores (um) = média + desvio padréo; # p<0,05 comparado ao grupo Sham.
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Figura 16. Diametros dos nacleos dos cardiomidcitos no VD (painel A), SIV
(painel B) e no VE (painel C) dos grupos Sham, Fixo e
Intermitente.

5.4.3. Porcentagem de area de colageno

Os animais do grupo Fixo exibiram um incremento de 98,0% na
porcentagem de area de colageno no VD (Tabela 9), quando comparados
aos animais do grupo Sham (p<0,01) e de 69,2% em relagcdo aos do grupo
Intermitente (p<0,05)(Figura 17, painel A). As porcentagens de area de
coldgeno no SIV (p=0,768) e no VE (p=0,284) nao diferiram entre os grupos

(Figura 17, painéis B e C).
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Tabela 9. Porcentagem de area de coldgeno no ventriculo direito (VD),
septo interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) dos
grupos Sham, Fixo e Intermitente.

Sham Fixo Intermitente

N6 NI NieG Valor de p
VD 2,94 £ 0,65 582+191* 344+1247 <0,05
SIv 2,19 +0,56 252+1.24 2,74+1,79 0,768
VE 3,06 +£1,11 3,93+1,50 2,52+1,80 0,284

Valores (%) = média + desvio padrao; * p<0,01 comparado ao grupo Sham; # p<0,05
comparado ao grupo Fixo
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* p<0,01 comparado ao grupo Sham; # p<0,05 comparado ao grupo Fixo.

Figura 17. Porcentagem de &rea de colageno no VD (painel A), SIV (painel

B) e VE (painel C) dos grupos Sham, Fixo e Intermitente.
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5.4.4. Proliferacao celular dos cardiomiécitos

N&o se observou proliferacao celular de elementos contrateis no VD
(p=0,89) dos grupos estudados (Tabela 10), assim como ndo houve
proliferacdo de cardiomidcitos no SIV (p=0,87), nem no VE (p=0,28) de

nenhum dos grupos (Figura 18).

Tabela 10. Proliferacao celular de cardiomidcitos no ventriculo direito (VD),
septo interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) dos
grupos Sham, Fixo e Intermitente.

Sham Fixo Intermitente
Valor de p
N=6 N =6 N=6
VD 0,33 (0,08-0,75) 0,33 (0,08-0,83) 0,25 (0,08-0,58) 0,89
SIvV 0,12 (0,00-0,58) 0,25 (0,00-0,41) 0,13 (0,00-0,83) 0,87
VE 0,08 (0,00-0,25) 0,12 (0,00-0,50) 0,33 (0,00-0,92) 0,28
Valores (células / campo) = mediana (limites)
A B C
1.00 1.007 1.00
*
So75{ & ! 2075 ' 2 0.751
£ . £ £
g A v . § A g
(_3 0.50 v a 0.50 X ; . 3 050 v v
§ 0.254 A v M @ 0.25 —— * % 0.25 A v .
v *e A v A v
A v . Y9l —— vV .
0.00 . . r 0.00 + ¥ 44 0.00 + ¥ +
Sham Fixo Intermitente Sham Fixo Intermitente Sham Fixo Intermitente

Figura 18. Proliferacéo celular de cardiomiocitos no VD (painel A), SIV
(painel B) e VE (painel C) dos grupos Sham, Fixo e Intermitente.
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5.4.5. Proliferacao celular no intersticio e vasos

N&o ocorreu aumento significativo da proliferacdo celular de

elementos n&o contrateis no VD em nenhum dos grupos (p=0,68), conforme

mostrado na tabela 11 e na figura 19, painel A. Também n&o se evidenciou

proliferagdo celular no intersticio e vasos do SIV (p=0,73) e do VE (p=0,12)

(Figura 19, painéis B e C).

Tabela 11. Proliferacdo celular no intersticio e vasos do ventriculo direito
(VD), septo interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE)
dos grupos Sham, Fixo e Intermitente.

Sham Fixo Intermitente  Valor de
N=6 N=6 N=6 P
VD 2,67 (1,00-3,58) 2,83 (1,25-8,50) 2,17 (1,75-4,75) 0,68

SIV  2,04(0,585,00) 1,96 (0,91-8,91)

VE  1,21(0,67-2,25) 1,71 (1,00-5,83)

1,54 (1,00-4,08) 0,73
2,37 (0,92-3,33) 0,12

Valores (células/campo) = mediana (limites)

A B C
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Y o ! o
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Figura 19. Proliferacdo celular no intersticio e vasos no VD (painel A), SIV
(painel B) e VE (painel C) dos grupos Sham, Fixo e Intermitente.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo representa mais um passo desta linha de
pesquisa na avaliacdo do processo de adaptacdo e hipertrofia ventricular
com o uso da bandagem pulmonar ajustavel. Os trabalhos anteriores
analisaram este processo em animais jovens submetidos a bandagem
pulmonar por um periodo de quatro dias. ' 33 % % Ng entanto, o
processo de adaptacdo ventricular dos animais adultos ainda ndo havia sido
estudado. Apesar da grande importancia clinica, devido a dificuldade

relatada no preparo ventricular de pacientes adolescentes e adultos, *® %

8.8 poucos estudos a este respeito foram publicados, fazendo com que as
davidas se acumulem.

Desde o principio do estudo, foram encontradas dificuldades com o
modelo adulto. A maior parte delas inerente ao pioneirismo do projeto e a
consequente curva de aprendizado. Porém, os obstaculos foram superados

com a melhoria do dispositivo estudado e com a estruturacdo de uma equipe

multidisciplinar.
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6.1. Desenho do protocolo de treinamento

Apés revisdo dos estudos publicados e realizagdo de estudo piloto,
optou-se por manter o estimulo hipertréfico durante quatro semanas, tempo
considerado suficiente para desencadear a hipertrofia nestes animais.'® °% 7%
8 Como trabalho inédito dentro da linha de pesquisa utilizando cabras
adultas, a curva de aprendizado determinou mortalidade elevada durante os
estudos preliminares.

Com relagcdo ao protétipo do dispositivo, foram necessarias varias
modificagcdes em relagdo ao modelo usado em animais jovens, para adequa-
lo a um regime de pressdes mais elevadas, pois, além de apresentar
vazamentos, ocasionava uma sobrecarga sistélica sub-maxima no final do
protocolo. Este fato foi um estimulo para tentar melhorar ainda mais o
dispositivo, pensando no seu futuro uso clinico. Apds diversos
aprimoramentos e entendimentos com a Divisdo de Bioengenharia e
Desenvolvimento da SILIMED, obteve-se um dispositivo de desempenho
adequado para uso em animais adultos.

A opcéo pela manutencdo do estimulo intermitente por 12 horas,
alternadas com 12 horas de “descanso” do VD, decorreu da continuidade do
raciocinio de estudos anteriores desta linha de pesquisa que utilizaram este
regime de intermiténcia.' 3 *° Outros autores utilizaram dois periodos
curtos diarios de sobrecarga, com intengcdo de mimetizar ainda mais o
treinamento atlético.'® °° Pesquisas futuras poderdo comparar estes dois

protocolos de intermiténcia.
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6.2. Parametros hemodinamicos

O desenho inicial do protocolo estabelecia uma leitura diaria das
pressdes para 0os animais dos grupos Sham e Fixo e duas leituras por dia no
grupo intermitente para guiar as insuflacbes e desinsuflagbes dos
dispositivos. Entretanto, notou-se a inexequibilidade deste protocolo no
estudo piloto, pois a manipulagdo excessiva dos cateteres provocava
fraturas e deslocamentos dos mesmos. Além disso, a medida em dias
alternados no grupo Intermitente mostrou-se satisfatoria, uma vez que néo
havia variacGes significativas do volume injetado no dispositivo para
promover o gradiente desejado. Ja nos grupos Sham e Fixo, optou-se por
realizar as medidas presséricas duas vezes por semana, decorrente da
auséncia de variagbes hemodindmicas importantes, evitando-se
manipulacdo desnecesséaria dos cateteres. Mesmo assim, ndo foi possivel
obter as medidas pressoricas em algumas ocasifes, pela disfuncdo dos
cateteres no decorrer do estudo.

Nos animais do grupo Fixo, as principais dificuldades foram
encontradas ainda no ato operatério, quando pequenos ajustes na fita de
bandagem provocavam intensa instabilidade hemodindmica, determinando
repetidos reajustes da BTP e um ato cirirgico mais moroso e laborioso
naqueles animais, em consonancia com o que relatam os estudos clinicos.*
2% 88 Apesar disto, foi possivel atingir a relacdo VD/Ao almejada em todos os
animais do grupo Fixo no ato cirdrgico. Entretanto, o ajuste obtido no intra-
operatério tornava-se menos preciso apds a recuperacdo anestésica, com
queda da relacdo VD/Ao, conforme relatado em varios estudos clinicos e
experimentais.®* ' > " # Qs picos de gradiente VD/TP maiores atingidos

no grupo Intermitente refletem uma das vantagens da ajustabilidade, a qual
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permitiu o controle do nivel adequado de sobrecarga sistdlica, enquanto que,
na bandagem fixa, o ajuste foi realizado apenas no momento da cirurgia,
incorrendo em perda do gradiente pretendido ao longo do protocolo, seja por
dilatacdo ou disfungdo da cémara subpulmonar, seja por alteragdo da
pressdo pulmonar.’® "* ¥ Mesmo assim, observou-se uma maior area de
sobrecarga sistélica imposta ao VD no grupo Fixo, uma vez que os periodos
de “descanso” do VD (dispositivo BTP desinsuflado) no grupo Intermitente
compensaram os maiores gradientes de pico. Interessante notar que esta
maior sobrecarga sistolica no grupo Fixo ndo resultou em um maior ganho
de massa ventricular, quando comparado ao grupo Intermitente. Pelo
contrario, o grupo Intermitente apresentou uma tendéncia de maior ganho de
massa ventricular, apesar da menor area de sobrecarga sistélica, o que foi
comprovado posteriormente na avaliagdo dos didmetros dos cardiomiécitos
e nucleos do VD.

A queda néo significativa da relagdo VD/Ao, observada na quarta
semana do grupo Intermitente, provavelmente foi relacionada ao vazamento
no sistema de bandagem ajustavel de um dos animais, no qual foi
impossivel manter esta relagdo nos parametros preconizados ao final do
protocolo. Além disso, analisando-se as curvas diarias desta razdo de
pressdes no grupo Intermitente, observou-se uma queda média de 25% dos
valores ao longo das 12 horas de dispositivo BTP insuflado. Supde-se que
tal perda deva ser decorrente da acomodacgao pressoérica do ventriculo,
associada a passagem osmotica de pequenas quantidades de ar residual
e/ou liquido através da membrana de silicone. Este fenbmeno foi também

relatado anteriormente em estudos com animais jovens.'” %
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6.3. Parametros ecocardiograficos

Ficou claramente demonstrado neste estudo o aumento da
espessura da parede livre do VD no grupo Intermitente, corroborando os
achados de aumento de massa. No grupo Fixo, nota-se também um
aumento na espessura, porém nao significativo, apesar do aumento de
massa do VD neste grupo de animais em relagdo ao Grupo Sham.

A avaliacdo de demais parametros ecocardiogréficos, tais como
dimensdes e funcdo ventriculares, foi uma intencdo deste estudo. No
entanto, revelou-se impossivel pelas dificuldades técnicas decorrentes da
conformacgdo toracica em quilha dos caprinos e da calcificacdo da juncao
costocondral dos animais adultos, prejudicando a andlise desses
parametros.

Além das dificuldades supracitadas, percebeu-se que para a
realizacdo de estudo ecocardiografico nestes animais, faz-se necessario o
uso de sedacéo, o que dificulta ainda mais o procedimento. Talvez por estes
motivos, ndo se encontre disponivel na literatura estudos semelhantes para
gue estes achados sejam cotejados, haja vista que grande parte dos estudos
experimentais envolvendo a BTP ajustavel, em animais de médio e grande
porte, ndo utiliza esta ferramenta diagndstica para acompanhamento da
adaptacao ventricular dos animais adultos,*® > ’* diferentemente da linha de
pesquisa em animais jovens ou menores.*” ** %% 8°

A realizacdo de ressonéancia nuclear magnética, que, atualmente, é
considerada uma poderosa ferramenta na avaliagcdo da dimenséo e funcéo

ventricular direita,®®

poderia solucionar estes problemas, porém o alto
custo e as enormes dificuldades técnicas para realizar tal exame

inviabilizaram que ele fosse feito neste estudo.
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6.4. Parametros morfolégicos

Diante do achado de ganho de massa do VD nos grupos
estimulados, procurou-se analisar os possiveis substratos morfolégicos para
justificar este incremento. Inicialmente, foi avaliado o conteddo de agua nos
tecidos miocéardicos, para identificar possivel edema, que promoveria
aumento do peso e da espessura das massas musculares, o que néo
ocorreu.

Notou-se, entdo, que o preparo ventricular intermitente promoveu
hipertrofia ventricular direita significativa, enquanto o mesmo ndo ocorreu
com o grupo Fixo, apesar do aumento do diametro de cardiomidcitos e
nacleos de 12 e 14%, respectivamente, em relagédo ao grupo Sham.

O presente estudo comprova de forma consistente a possibilidade de
hipertrofia no miocardio maduro, através da obten¢do de aumento no peso e
espessura do VD, associada a aumento no diametro de cardiomidcitos e
nacleos. No entanto, estes achados s6 foram encontrados no protocolo de
sobrecarga intermitente, enquanto que, com a bandagem fixa convencional,
o mesmo ndao foi observado. Estudos experimentais prévios utilizando a BTP
em animais adultos reportam resultados de obtencdo de hipertrofia
miocardica constatada apenas através da medida do peso e/ou da

espessura das paredes ventriculares,®*

0 que se demonstrou ser
impreciso.
Conforme esperado, a ocorréncia de células positivas para o

marcador de proliferagdo celular no miocéardio foi fenébmeno raro nestes
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animais, provando nao haver hiperplasia em individuos adultos,
diferentemente dos jovens.** *°

Confirmando a inaptiddo do método tradicional para a realizacdo do
preparo ventricular em individuos adultos, encontrou-se maior porcentagem
de colageno nos ventriculos direitos destes animais, quando comparados
aos demais grupos.

Este achado corrobora estudos clinicos e experimentais prévios. Le

Bret et al.'®

relataram a presencga de fibrose no coracdo de ovelhas adultas
submetidas a bandagem fixa, diferentemente daquelas submetidas a
bandagem intermitente. Mavroudis e Backer ' relataram encontro de fibrose
miocardica em paciente de 17 anos, portadora de TCGA, submetida a
preparo ventricular visando a cirurgia de “Double Switch”. Vida et al.®®
compararam o processo adaptativo ventricular de ratos jovens e adultos
submetidos a BTP e também encontraram maior acumulo de colageno nos
coracdes adultos.

Este maior acumulo de coladgeno no miocardio pode ser o substrato
para o desenvolvimento de disfuncdo ventricular precoce e futura, como
demonstrado em alguns estudos clinicos de pacientes submetidos a preparo
ventricular.?® #

O estimulo intermitente promoveu hipertrofia com menor imposig¢ao
de sobrecarga ventricular e sem aumentar a area de colageno. Com isso,

natural seria propor tal regime pressérico como uma alternativa mais

saudavel ao modelo tradicional de preparo.
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No entanto, interessantes observacbes a este respeito foram
encontradas no trabalho de Perrino et al.* gue estudaram o VE de
camundongos submetidos a estimulos fisioldgicos de hipertrofia, como correr
e nadar, comparados com sobrecargas pressoricas fixas e intermitentes,
através de bandagem da aorta. Os autores demonstraram que a sobrecarga
fixa desencadeou disfuncdo ventricular. Ja a sobrecarga intermitente
manteve a funcdo ventricular, a semelhanca dos estimulos fisiolégicos
(correr e nadar). Entretanto, quando marcadores biomoleculares de
hipertrofia foram analisados, percebeu-se que havia sinalizacdo patoldgica
em ambos os tipos de sobrecarga artificial, fixa e intermitente,
diferentemente dos estimulos fisiologicos.

Portanto, deve-se ter muito cuidado ao afirmar a sobrecarga
intermitente como uma solucdo para o desenvolvimento de disfuncéo

ventricular em ventriculos submetidos a preparo.
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6.5. Implicagdes clinicas

No cenario clinico, a avaliacdo do preparo do VE em pacientes
adultos leva em consideracdo alguns fatores: relagdo pressérica do VE
morfoldgico / pressdo sistémica adequada com boa fungéo ventricular; boa
resposta inotrépica; e obtencdo de hipertrofia desencadeada pela
sobrecarga sistélica da bandagem.® *® #" °> No entanto, néo raro, pacientes
apresentam disfuncdo ventricular apdés a corre¢cdo anatbmica, alguns
inclusive necessitando transplante cardiaco,® **

Alguns estudos clinicos relatam a impossibilidade de se realizar o
preparo ventricular em pacientes que j4 chegaram a adolescéncia, tamanha
a dificuldade para se obter hipertrofia ventricular sem provocar disfuncdo
nestes pacientes.® ** °® Outros autores concluem que a idade é o maior fator
de risco para o desenvolvimento de mudancas mal adaptativas.®

Com isso, futuramente, protocolos de sobrecarga intermitente,
semelhantes ao testado neste estudo, poderiam ser sugeridos nestes
pacientes, visando promover hipertrofia efetiva, sem dano ao tecido

miocérdio, evitando o desenvolvimento de disfung&o ventricular.
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6.6. Limitagcbes do estudo

O presente estudo possui as limitagbes inerentes a um estudo
experimental, sendo que o principal deles reside no fato de que a BTP
realizada para preparo ventricular nos estudos experimentais promove
readaptacdo do VD, enquanto na pratica clinica, em pacientes portadores de
TGA e TCGA, o ventriculo a ser preparado é o VE.

A observacado da auséncia de hipertrofia no grupo Fixo pode refletir a
dificuldade no preparo de miocardios maduros na pratica clinica, como
também a necessidade de periodos mais prolongados de estimulo para se
atingir tal efeito. No presente estudo, baseou-se o tempo de sobrecarga
sistolica em estudos anteriores realizados em ovinos e ratos.

Como foi evidenciada hipertrofia no grupo Intermitente e, ainda,
maior teor de colageno no grupo Fixo, conclui-se que o tempo foi adequado
para o estudo proposto.

Ademais, h& outros fatores limitantes para um estudo com tempo
maior de sobrevida. A manuten¢do dos animais confinados no biotério por
tempo muito prolongado, o fato de alguns dispositivos de bandagem
pulmonar ajustivel terem apresentado vazamento, principalmente na ultima
semana de estudo, e a constante faléncia dos cateteres apds algumas
semanas de manipulacdo seriam questdes a se solucionar para se aventar
um estudo mais cronico.

O wuso de cateteres intracavitarios que medem a relacao

pressdo/volume, ou de dispositivos de afericdo pressoérica totalmente
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implantiveis poderia minimizar grande parte dos problemas. Além do que, o
uso destes cateteres poderia oferecer dados importantes sobre funcgéo
ventricular, através das curvas de relagéo press&o / volume.’® 8%

A dificuldade do estudo ecocardiografico em aferir a funcéo
ventricular neste estudo foi também fator limitante, uma vez que esta andlise
poderia trazer informag¢des fundamentais para ratificar a ma adaptacao
ventricular com o preparo fixo convencional. A andlise do Indice de
“Performance” Miocéardica, do Doppler Tecidual e de softwares mais
modernos de andlise global, como o Syngo VVI, forneceria substrato para
conclusdes mais substanciadas.?® *>°®

Necessita-se, portanto, de estudos futuros comparando diferentes
tempos e protocolos de preparo, principalmente com andlise da funcéo

ventricular e de marcadores biomoleculares, os quais poderiam predizer uma

possivel sinalizacdo de preparo mais fisioldgico.
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7.

CONCLUSOES

7.1.

7.2.

7.3.

O ventriculo direito (VD) do grupo Fixo foi submetido a uma
maior &rea de sobrecarga sistolica. Apesar disto, 0 grupo
Intermitente gerou maiores picos de gradientes sistélicos e
promoveu maior variagcdo da espessura da parede livre do VD

ao ecocardiograma.

Tanto a sobrecarga intermitente quanto a fixa promoveram
aumento da massa ventricular direita ao longo das quatro
semanas, sem que isso fosse acompanhado por acumulo de

agua.

A sobrecarga intermitente determinou hipertrofia miocéardica no
ventriculo direito (VD), enquanto a sobrecarga fixa
proporcionou maior teor de colageno neste ventriculo. Em

nenhum dos grupos houve alteracdo da proliferacdo celular.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Peso inicial e final dos animais do grupo Sham.

Grupo Sham
animais Peso Inicial Peso Final
220607 27,00 25,50
250408 29,00 27,50
50608 35,00 30,00
71108 27,50 22,50
160109M 25,00 25,00
160109F 27,00 28,00

valores em kg

Anexo 2: Peso inicial e final dos animais do grupo Fixo.

Grupo Fixo
animais Peso Inicial Peso Final
150607 24,00 25,50
250707 29,00 28,00
270707 25,00 29,50
170807 23,50 23,00
51007 30,00 27,00
300508 27,00 25,00

valores em kg

Anexo 3: Peso inicial e final dos animais do grupo Intermitente.
Grupo Intermitente

animais Peso Inicial Peso Final
300807 23,00 21,00
210907 28,00 26,50
261007 28,00 27,00
71107 27,00 23,50
30108 28,20 27,50
40108 28,20 25,50

valores em kg
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Anexo 4: Medidas de gradiente VD-TP do grupo Sham ao longo do
protocolo.

Gradiente VD/TP - Grupo Sham
Tempo (horas)

Animal |Basal |Cirurgia | 0 |48 120 204 |276 (372 444 |528 | Eutanasia

220607 3 3 3|5 3 - - - - 5
250408 7 11 11|13 |12 | 7 - - 3 - 10
50608 5 5 514 |3 - 4 4 5 - -
71108 2 1 1 - - - - - - - 9
160109M 0 8 8 |12 10 |12 | 7 7 10 | 7 8
160109F 4 6 6 (13|11 |11 | 3 - 8 |10 4

valores em mmHg

Anexo 5: Medidas de gradiente VD -TP do grupo Fixo ao longo do protocolo.

Gradiente VD/TP - Grupo Fixo
Tempo (horas)

Animal | Basal | Cirurgia | 0 |48 120 |204 276 372 |444 528 | Eutanasia

150607 13 42 42 - |39 |39 |37 |37 |31 |31 38
250707 9 51 51|22 42 | 22 | 48 | 42 - 48 -
270707 9 46 46 |52 | - 52 | 45 | 45 - 49 23
170807 9 46 46 | - |39 |39 |31 |31 |30 |38 20
51007 7 48 48 |46 | 40 | 46 | 30 |41 | 25 | 32 24
300508 0 37 37|37 138 | 38 |32 |40 | 50 | 42 20

valores em mmHg

Anexo 6: Medidas de gradiente VD-TP do grupo Intermitente ao longo do

protocolo.
Gradiente VD/TP - Grupo Intermitente
Tempo (horas)
Animais | Basal |Cirurgia 72 84 120 132 168
300807 7 51 32 |70 | 34 | 25 | 20 | 60 38 22 23 | 63
210907 49 6 |50 36 | 10 | 10 | 40 24 11 6 57

2
261007 9 45 11 |36 | 18 6 13 63 15 6 11 51
71107 8 63 15 |64 | 41 12 | 18 63 35 17 25 60
30108 7 55 7 |56 | 33 5 5 55 47 20 33 53
40108 14 53 11 |58 | 32 17 | 15 58 36 14 12 67
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| Animais | 180 . 240 | 252 | 288 | 300 336
1300807 | 32 | 20 |17 |58 |30 |17 |30 |59 |37 |19 | 16 63
210007 | 37 | 7 |7 |53 27 |6 |20 58 43 13 | 5 @61
| 261007 | 38 | 22 |15 |48 |34 |22 |16 29 |20 |16 | 20 68
| 71107 | 35 | 15 |18 |64 28 |16 |10 | 79 |24 | 8 | 17 54
| 30108 | 44 | 24 |14 |56 |25 |14 |17 |55 |27 |19 | 14 46
| 40108 | 39 | 18 |12 |61 |36 |18 |12 | 46 |30 |12 | 14 56
| Animais | 348 408 420 | 456 | 468 | 504
1300807 | 35 | 19 |19 48 32 |16 |14 56 |29 |19 | 15 | 54
210907 | 45 | 12 |1 53 47 |11 | - | - | - | - | - | -
1261007 | 35 | 14 | - - - |- - |- |- [ - -]
7107 | 37 | 9 | o 68 16 4 |13 |71 |18 |8 |7 |62
| 30108 | 39 | 12 |10 47 28 |9 |5 52 |39 |11 | 9 |45
| 40108 | 37 | 18 |11 |49 34 |18 8 |57 34 |13 12 | 54
| Animais | 516 . 576 | 588 | 624 636 | Eutanasia
300807 | 31 | 10 | - | - | - |- |12 |57 38 |20 |13 60
| 210907 | | el s I 4
| 261007 | | el s 12 .
71107 | 23 | 7 |16 |55 |30 |18 | - | - | - | - |14 |47
| 30108 | 32 | 10 |5 |52 |32 14 |11 |58 40 |15 | 6 45
| 40108 | 33 | 14 |11 |57 |36 |12 | 8 |56 37 |18 14 42

valores em mmHg

Anexo 7: Medidas de relacdo VD/Ao do grupo Sham ao longo do protocolo.

Relacédo VD/Ao - Grupo Sham

| Tempo (horas)

Animal |Basal Cirurgia | O | 48 | 120 | 204 | 276 372 | 444 | 528 | Eutanasia

|
|
|
| 220607 | 0,33
|
|
|

. 0,33 0,33/034 | 040 | - | - | - | 029

250408 | 0,34 = 0,39 039 035 035 032 - | 10,33 | . 035
50608 | 0,27 | 0,28 0,28 0,27 |0,29 | 10,25 024 |0,25 | - |

71108 | 033 032 (032 - | - | - | - | - | . 0,33

| 160109M | 0,23 | 0,29 0,29 0,29 0,29 0,28 0,29 0,30 0,27 0,26 0,18

| 160109F | 0,27 | 0,28 |0,28 [0,29 |0,27 10,30 |0,30 | 10,27 0,29 | 0,25
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Anexo 8: Medidas de relagéo VD/Ao do grupo Fixo ao longo do protocolo.

Relagdo VD/Ao - Grupo Fixo
Tempo (horas)
Animal | Basal | Cirurgia 0 48 | 120 | 204 | 276 | 372 | 444 | 528 | Eutanasia

150607 | 0,38 0,73 0,73 - 0,50 | 0,50 | 0,55 - 0,52 - 0,58
250707 | 0,34 0,69 0,69 | 0,52 | 0,66 | 0,52 - 0,61 | 0,60 - -

270707 | 0,33 0,73 0,73 | 0,66 - 0,66 - 0,70 | 0,70 - 0,59
170807 | 0,33 0,73 0,73 - 0,66 | 0,60 - 0,51 | 0,58 | 0,58 0,52
51007 | 0,42 0,66 0,66 | 0,56 0,56 | 0,56 0,55 | 0,58 | 0,56 | 0,54 0,58
300508 | 0,23 0,61 0,61 |0,45 0,46 0,46 0,48 |0,51 0,51 - 0,49

Anexo 9: Medidas de relagdo VD/Ao do grupo Intermitente ao longo do

protocolo.
Relacdo VD/Ao - Grupo Intermitente
Tempo (horas)

Animais | Basal | Cirurgia 72 84 120 132 168
300807 0,27 0,66 0,51 0,77 |0,57 10,52 0,46 0,78 | 0,59 0,45 |0,48 |0,81
210907 - 0,74 0,44 0,70 (0,61 0,49 0,45 0,70 0,51 0,42 |0,40 |0,77
261007 0,35 0,70 0,39 | 0,65 | 0,39 10,33 /0,41 0,77 | 0,44 0,40 | 0,42 |0,71
71107 0,35 0,74 0,38 | 0,72 | 0,58 10,37 | 0,43 | 0,71 - - - -
30108 0,39 0,73 0,42 | 0,68 | 0,57 0,40 0,35 0,70 | 0,73 /0,57 | 0,59 |0,70
40108 0,42 0,74 0,37 | 0,70 | 0,48 10,39 | 0,36 0,70 | 0,50 0,42 | 0,32 | 0,70

Animais 180 240 252 288 300 336
300807 | 0,52 | 041 | 0,44 | 0,78 | 054 | 0,48 | 0,48 | 0,75 056 | 0,44 | 0,43 | 0,77
210907 | 0,58 | 0,42 | 0,40 | 0,70 | 0,55 | 0,44 | 0,45 | 0,84 063 | 0,45 | 0,40 | 0,73
261007 | 0,51 | 0,47 | 0,46 | 0,70 | 056 | 0,46 | 058 | 067 046 |046 | 0,37 | 0,70
71107 - - - - 0,55 | 0,44 | 0,48 | 0,77 | 051 | 0,43 | 0,45 | 0,76
30108 0,66 | 055 | 0,48 | 0,71 | 0,54 | 0,49 - - - - 0,36 | 0,69
40108 0,42 | 034 0,33 |0,72 046 |037 030 |068 042 | 035 | 0,33 | 0,68
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Animais
300807
210907
261007

71107
30108
40108

Animais
300807
210907
261007

71107
30108
40108

Anexo 10:

Animal
220607
250408
50608
71108
160109M
160109F

348
0,56 0,46
0,55 0,42
0,56 0,46
0,58 0,45
0,55 0,38
0,47 0,37
516
0,56 0,41
0,53 0,40
0,48 0,44
0,49 0,39

408
0,46
0,43

0,43
0,47
0,33

576

0,41

0,38
0,32

0,72
0,45
0,65

0,76
0,70

0,71
0,70
0,66

42
0,59
0,57

0,55
0,55
0,47

588

0,48

0,39
0,48

0
0,46
0,43

0,40
0,47
0,30

0,39

456
0,39 /0,70

624

0,40 | 0,71
0,40 | 0,70
0,36 | 0,72

468
0,55 | 0,42

636

0,53 | 0,44
0,51 /0,43
0,38 | 0,37

0,37 | 0,38 | 0,45 0,39 | 0,37
0,44 | 0,32 | 0,66 0,45 | 0,30

504
0,37 /0,70
0,41 | 0,72
0,32 | 0,65
0,35 /0,71

Eutanasia
0,47 | 0,77
0,58 | 0,76
0,43 | 0,64
0,36 | 0,72
0,40 | 0,80
0,50 | 0,72

Medidas de gradiente VD-TP de pico do grupo Sham ao longo do

protocolo.

Basal
3

valores em mmHg

Gradiente VD/TP - Grupo Sham

3
11

| 0| k| O

5
12,5
3,5
11
12

3
7
4

9,5

3

4,5

8,5

8

5

4

9
55
7,5

5
10

9
8
4

Cirurgia 1% semana |2® semana |3*semana |4%semana |eutanasia
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Anexo 11: Medidas de gradiente VD-TP de pico do grupo Fixo ao longo do

protocolo.
Gradiente VD/TP - Grupo Fixo
Animal Basal Cirurgia 1% semana [2* semana 3%semana |4*semana | eutanasia
150607 13 42 39 38 34 31 38
250707 9 51 32 35 47 48 -
270707 9 46 52 48,5 47 49 23
170807 9 46 39 35 30,7 38 20
51007 7 48 43 36 33 28,5 24
300508 0 37 37,5 36,7 44 42 20

valores em mmHg

Anexo 12: Medidas de gradiente VD-TP de pico do grupo Intermitente ao
longo do protocolo.

Gradiente VD/TP de pico - Grupo Intermitente

Animal Basal Cirurgia 1% semana [2* semana 3%semana |4*semana | eutanasia
300807 7 51 64,3 60 52,7 57 60
210907 2 49 49 57,3 53 - 42
261007 9 45 50 48,3 - - 44
71107 8 63 62,3 65,7 67 55 47
30108 7 55 62,3 52,3 48 55 45
40108 14 53 62,3 54,3 53,3 56,5 42

valores em mmHg

Anexo 13: Medidas de relacdo VD/Ao de pico do grupo Sham ao longo do

protocolo.
Relacdo VD/Ao - Grupo Sham
18 22 3? 42 eutanasi

Animal Basal Cirurgia | semana semana semana semana a
220607 0,33 0,33 0,34 0,40 - 0,29 0,29
250408 0,34 0,39 0,35 0,32 0,33 0,29 0,35

50608 0,27 0,28 0,28 0,25 0,25 - -

71108 0,33 0,32 - - - 0,33 0,33
160109M 0,23 0,29 0,29 0,29 0,29 0,23 0,18

160109F 0,27 0,28 0,28 0,30 0,27 0,30 0,25
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Anexo 14: Medidas de relacdo VD/Ao de pico do grupo Fixo ao longo do

Animal
150607
250707
270707
170807
51007
300508

Anexo

Animal
300807
210907
261007
71107
30108
40108

Anexo

Animal
220607
250408
50608
71108
160109M
160109F

Relacéo VD/Ao - Grupo Fixo

Cirurgia | 1% semana

protocolo.

Basal

0,38 | 0,73
0,34 | 0,69
0,33 | 0,73
0,33 | 0,73
0,42 | 0,66
0,23 | 061

0,50
0,59
0,66
0,66
0,56
0,46

2% semana
0,53
0,56
0,66
0,58
0,56
0,46

3%semana

0,54
0,64
0,68
0,52
0,57
0,53

4%semana

0,52
0,60
0,70
0,58
0,55
0,51

eutanasia
0,58
0,59
0,52
0,58
0,49

15: Medidas de relagdo VD/Ao de pico do grupo Intermitente ao

longo do protocolo

Basal
0,27
0,35
0,35
0,39
0,42

Relagao VD/Ao - Grupo Intermitente

Cirurgia | 1% semana

0,66
0,74
0,70
0,74
0,73
0,74

0,79
0,72
0,71
0,71
0,69
0,70

2% semana
0,77
0,76
0,69
0,77
0,70
0,69

3%semana
0,72
0,70

0,71
0,68
0,70

4%semana

0,72
0,45
0,66

eutanasia
0,77
0,76
0,64
0,72
0,80
0,72

16: Medidas ecocardiogréficas de espessura da parede livre do
ventriculo direito (VD), do septo interventricular (SIV) e da
parede posterior do ventriculo esquerdo (VE) do grupo Sham ao
longo do protocolo.

Basal

1% semana

Grupo Sham

vD |SIV | VE | VD |SIV | VE | VD

0,44
0,47
0,43
0,45
0,43

valores em cm

0,66 0,68
0,69 |0,67
0,65 |0,61
0,6 | 0,6
0,6 |0,65

0,43
0,46
0,47
0,43
0,41
0,41

0,72
0,62
0,71
0,66
0,66
0,61

0,71 /0,43
0,63 |0,47
0,66 |0,46
0,65 |0,41
0,6 |0,46
0,62 |0,45

2% semana

3% semana

SIV | VE | VD | SIV
0,72 | 0,7 |0,44

0,62
0,62
0,62
0,62
0,65

0,67
0,64
0,61
0,62
0,65

0,46
0,46
0,42
0,45
0,43

0,73
0,64
0,7
0,64
0,61
0,63

VE | VD |SIV
0,7 - -

0,68 |0,46 0,64
0,69 |0,45 |0,63
0,65 |0,43 |0,65
0,63 |0,43 | 0,6
0,62 |0,44 (0,63

4% semana

VE
0,67
0,66
0,62
0,65
0,61
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Anexo 17: Medidas ecocardiograficas de espessura da parede livre do
ventriculo direito (VD), do septo interventricular (SIV) e da
parede posterior do ventriculo esquerdo (VE) do grupo Fixo ao

Animal
150607
250707
270707
170807
51007
300508

longo do protocolo.

VD

0,48
0,52
0,46

valores em cm

Anexo 18: Medidas ecocardiograficas de espessura da parede livre do
ventriculo direito (VD), do septo interventricular (SIV) e da
do ventriculo esquerdo (VE) do grupo

Animal
300807
210907
261007
71107
30108
40108

VD
0,47
0,43
0,44
0,4
0,43

valores em cm

Basal

SIV | VE

0,71 | 0,7
0,69 /10,73
0,67 /0,62

parede posterior
Intermitente ao longo do protocolo.

Basal

SIV | VE
0,71 |0,67
0,68 |0,72
0,7 /0,73
0,68 |0,68
0,69 |0,69

Grupo Fixo

1% semana

2% semana

vD |SIV | VE |VD |SIV | VE

- |066 061 | -

0,52 | 0,7 /0,72 |0,49 |0,73 |0,68
0,63 /0,74 /0,7 | 0,6 |0,73 | 0,7 |0,58
0,44 |0,61 0,68 0,46 |0,64 |0,67 |0,45

Grupo Intermitente

1% semana
VD | SIV | VE | VD
0,5 /0,71 |0,71 /0,53

- - - 0,57
0,51 0,73 | 0,7 /0,65
0,64 0,71 0,69 0,66
0,49 0,72 10,72 10,55
0,5 /0,69 (0,71 0,57

SIvV
0,7
0,7
0,7
0,72
0,72
0,66

2% semana

VE
0,68
0,71

0,7
0,71
0,67

0,7

3% semana

VD |SIV | VE

0,74
0,77
0,73
0,62

0,73
0,76
0,7

0,62

3% semana
VD |[SIV | VE

0,57
0,55
0,54
0,45
0,58
0,56

0,7
0,7
0,76
0,68
0,65

0,7
0,72
0,69
0,71
0,67

4% semana

VD

SIV | VE

0,51 0,72 0,72

0,59

0,7 /0,71

0,45 0,62 0,68

4% semana

VD
0,57
0,61
0,61
0,48
0,56

SIV | VE
0,71 10,71
0,7 | 0,7
0,72 10,71
0,71 10,68
0,67 10,66
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Anexo 19: Pesos normalizados das massas de ventriculo direito (VD), septo
interventricular (SI1V) e ventriculo esquerdo (VE) do grupo Sham.

Grupo SHAM
animais VD SIvV VE
220607 1,09 1,05 1,69
250408 0,69 0,76 1,12
50608 0,82 1,03 1,33
71108 0,81 0,95 1,54
160109M 0,72 0,69 1,20
160109F 0,66 0,57 1,21

valores em g/kg

Anexo 20: Pesos normalizados das massas de ventriculo direito (VD), septo
interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) do grupo Fixo.

Grupo Fixo
animais VD SIV VE
150607 0,98 0,93 1,41
250707 1,39 1,32 1,78
270707 1,14 0,86 1,64
170807 1,01 0,88 1,50
51007 1,06 1,00 1,59
300508 0,89 0,78 1,18

valores em g/kg

Anexo 21: Pesos normalizados das massas de ventriculo direito (VD), septo
interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) do grupo
Intermitente.

Grupo Intermitente

animais VD SIV VE
300807 1,22 0,96 1,57
210907 1,29 1,16 1,40
261007 1,49 1,27 1,56
71107 1,26 1,15 1,51
30108 1,05 0,96 1,45
40108 1,10 1,03 1,31

valores em g/kg
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Anexo 22: Conteudo de agua das massas de ventriculo direito (VD), septo
interventricular (SI1V) e ventriculo esquerdo (VE) do grupo Sham.

Grupo Sham
animais VD SIV VE
220607 78,04 76,54 76,37
250408 77,52 79,47 78,91
50608 79,60 78,30 78,30
71108 80,17 79,18 79,26
160109M 80,86 79,55 77,90
160109F 78,80 79,26 78,65

valores em %

Anexo 23: Conteudo de 4gua das massas de ventriculo direito (VD), septo
interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) do grupo Fixo.

Grupo Fixo

animais VD SIV VE

150607 80,32 78,72 79,26
250707 80,05 82,03 82,68
270707 77,63 77,27 79,20
170807 78,67 76,70 77,78
51007 80,86 77,90 77,95
300508 80,47 79,85 78,63

valores em %

Anexo 24: Conteudo de agua das massas de ventriculo direito (VD), septo
interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) do grupo
Intermitente.

Grupo Intermitente

animais VD SIV VE

300807 83,71 82,14 80,92
210907 81,29 80,49 83,52
261007 78,90 78,40 76,72
71107 78,81 78,01 79,01
30108 81,29 78,88 80,67
40108 79,66 78,91 79,03

valores em %
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Anexo 25: Didametros dos cardiomiécitos de ventriculo direito (VD), septo
interventricular (SI1V) e ventriculo esquerdo (VE) do grupo Sham.

Grupo Sham
animais VD SIV VE
220607 12,08 11,24 11,25
250408 12,12 11,55 12,53
50608 10,76 14,57 14,43
71108 12,00 12,15 12,46

160109M 10,09 11,88 11,50

160109F 12,18 12,05 12,75
valores em micrémetros

Anexo 26: Diametros dos cardiomiécitos de ventriculo direito (VD), septo
interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) do grupo Fixo.

Grupo Fixo

animais VD SIvV VE
150607 11,03 12,50 13,25
250707 12,69 11,37 14,54
270707 14,54 11,07 12,30
170807 13,37 10,34 12,46
51007 14,21 11,20 10,19
300508 11,90 11,45 11,33

valores em microémetros

Anexo 27: Diametros dos cardiomiécitos de ventriculo direito (VD), septo
interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) do grupo
Intermitente.

Grupo Intermitente

animais VD SIvV VE
300807 12,96 11,95 10,87
210907 13,58 11,24 12,28
261007 12,12 12,82 10,58
71107 12,41 10,75 9,90
30108 15,04 12,16 13,17
40108 16,47 12,94 11,28

valores em micrémetros
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Anexo 28: Diametros dos nulcleos dos cardiomidcitos de ventriculo direito
(VD), septo interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) do

grupo Sham.
Grupo Sham
animais VD SIV VE
220607 4,32 3,71 3,85
250408 3,77 4,17 3,77
50608 3,74 3,84 4,12
71108 3,95 3,42 3,9
160109M 3,78 4,06 3,76
160109F 4,07 3,59 3,96

valores em micrémetros

Anexo 29: Diametros dos nulcleos dos cardiomiécitos de ventriculo direito
(VD), septo interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) do

grupo Fixo.
Grupo Fixo

animais VD SIV VE
150607 4,12 3,43 3,71
250707 4,76 4,76 3,93
270707 5,11 4,02 3,50
170807 4,48 3,20 3,73
51007 4,18 3,27 3,51
300508 3,77 3,67 3,76

valores em micrémetros

Anexo 30: Diametros dos nucleos dos cardiomidcitos de ventriculo direito
(VD), septo interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) do
grupo Intermitente.

Grupo Intermitente

animais VD SIV VE
300807 4,06 3,38 3,54
210907 4,02 3,41 3,66
261007 5,93 4,92 3,78
71107 4,58 3,74 3,58
30108 5,03 3,55 3,90
40108 4,83 3,90 4,57

valores em micrémetros
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Anexo 31: Percentagem da area de coldgeno no ventriculo direito (VD),
septo interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) do grupo

Sham.
Grupo SHAM
animais VD SIV VE
220607 2,56 1,73 1,95
250408 2,77 1,72 1,75
50608 3,79 2,11 3,15
71108 3,72 2,67 4,76
160109M 2,53 3,08 3,07
160109F 2,25 1,85 3,66

valores em %

Anexo 32: Percentagem da area de coldgeno no ventriculo direito (VD),
septo interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) do grupo

Fixo.
Grupo Fixo
animais VD SIvV VE
150607 4,27 3,10 3,08
250707 4,16 1,20 2,56
270707 8,25 1,44 3,40
170807 4,65 2,83 3,93
51007 8,21 2,04 3,82
300508 5,40 4,54 6,81

valores em %

Anexo 33: Percentagem da area de coldgeno no ventriculo direito (VD),
septo interventricular (SIV) e ventriculo esquerdo (VE) do grupo
Intermitente.

Grupo Intermitente

animais VD SIvV VE
300807 3,24 1,57 6,10
210907 2,78 1,13 1,57
261007 2,36 2,73 1,96
71107 3,23 2,47 1,36
30108 3,17 2,34 2,43
40108 5,87 6,19 1,69

valores em %
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Anexo 34: Proliferacdo celular de elementos contrateis e ndo contrateis no
ventriculo direito (VD), septo interventricular (SIV) e ventriculo
esquerdo (VE) do grupo Sham.

Grupo Sham
Intersticio e Vasos Cardiomidcitos
Animal VD SIv VE VD SIvV VE
220607 2,75 5,00 1,33 0,33 0,42 0,00
250408 1,00 1,92 2,25 0,08 0,00 0,25
50608 3,58 0,58 0,92 0,75 0,08 0,00
71108 2,67 2,17 1,33 0,58 0,08 0,08
160109M 1,08 1,42 0,67 0,33 0,17 0,08
160109F 2,67 2,58 1,08 0,25 0,58 0,17

valores em células/campo

Anexo 35: Proliferacdo celular de elementos contrateis e ndo contrateis no
ventriculo direito (VD), septo interventricular (SIV) e ventriculo
esquerdo (VE) do grupo Fixo.

Grupo Fixo
Intersticio e Vasos Cardiomidcitos
Animal VD SIV VE VD SIvV VE
150607 6,17 8,92 5,83 0,17 0,42 0,17
250707 8,50 3,42 1,00 0,83 0,50 0,08
270707 1,83 0,91 1,50 0,08 0,00 0,00
170807 2,50 2,00 2,17 0,42 0,25 0,50
51007 3,17 1,92 1,92 0,58 0,25 0,08
300508 1,25 1,25 1,08 0,25 0,17 0,25

valores em células/campo.

Anexo 36: Proliferacdo celular de elementos contrateis e ndo contrateis no
ventriculo direito (VD), septo interventricular (SIV) e ventriculo
esquerdo (VE) do grupo Intermitente.

Grupo Intermitente

Intersticio e Vasos Cardiomidcitos
Animal VD SIV VE VD SIvV VE
300807 3,92 2,00 3,33 0,67 0,50 0,92
210907 1,92 1,33 2,33 0,08 0,00 0,25
261007 4,75 4,08 1,92 0,58 0,83 0,08
71107 1,58 1,00 0,92 0,17 0,00 0,00
30108 1,75 1,08 2,42 0,33 0,25 0,42
40108 2,42 1,75 2,92 0,17 0,00 0,42

valores em células/campo
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