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Resumo

Sirvente RA. Avaliacdo da funcdo ventricular sistélica e diastélica pelo
ecocardiograma transesofagico e da capacidade funcional em ratos
espontaneamente hipertensos submetidos a desnervacao sino-aértica [tese].
S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2011.

INTRODUCAO: Durante o desenvolvimento da hipertensao arterial sistémica
(HAS) ocorre a hiperatividade simpatica, que esta relacionada ao
comprometimento dos sistemas baro e quimiorreflexo arteriais e disfuncéo
ventricular esquerda (VE). Entretanto, a funcdo ventricular direita (VD) tem
sido pouco avaliada no contexto da HAS associada a desnervagao sino-
aortica (DSA). OBJETIVO: Avaliar a funcao biventricular de forma néao-
invasiva e invasiva, a capacidade funcional, a sensibilidade barorreflexa e o
controle autondémico cardiovascular em ratos Wistar (W) e ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) submetidos ou ndo a DSA.
METODOS: Apos 10 semanas de DSA, a fungdo cardiaca foi avaliada pelo
teste de esforco (TE), ecocardiograma transtoracico e transesofagico, e a
pressao diastolica final biventricular; as funcbes hemodinamica e autonémica
foram avaliadas pelo registro da pressao arterial (PA) e da frequéncia
cardiaca (FC), variabilidade da PA e da FC e sensibilidade barorreflexa. Os
ratos (n = 32) foram divididos em 4 grupos: 16 W com (n = 8) e sem DSA (n
= 8), 16 SHR com (n = 8) ou sem DSA (n = 8). RESULTADOS: APAeaFC
ndo apresentaram alteracdes entre os grupos DSA e ndo-DSA, entretanto,
0s SHR apresentaram niveis mais elevados da PA comparado com W. O TE
mostrou que os SHR apresentaram melhor capacidade funcional em relacao

ao DSA e SHRDSA (W: 1,16+x0,3m/s, DSA: 0,9+0,15m/s, *SHR:



1,46+0,29m/s, SHR-DSA: 1,02+0,31, *p< 0,05 vs. DSA e SHRDSA). Os
SHRs apresentaram aumento da variabilidade da PA comparados aos W.
Ap6s a DSA houve aumento da variabilidade PA em todos 0s grupos
comparados ao W (W: 15£29 mmHg2, *DSA: 49+27 mmHg2, *SHR: 60£29
mmHg2, *SHR-DSA: 137+76 mmHg2, *p<0,05 vs. W). Foi observado
hipertrofia concéntrica do VE; disfuncdo sistélica segmentar e diastdlica
global do VE; disfuncéo sistélica global e segmentar, e diastélica global do
VD; sinais indiretos de hipertensédo arterial pulmonar pela ecocardiografia,
mas evidentes no grupo SHRDSA. A presséao diastdlica final do VD mostrou
aumento em todos os grupos comparados com W (W: 3+0.39mmHg,
*DSA:4,7+0,52mmHg, *SHR: 6;6+1.1mmHg, *SHRDSA: 7,8+0.87mmHg, *p<
0,05 vs. W), enquanto a pressao diastolica final do VE mostrou aumento dos
grupos SHR e SHRDSA em relacdo ao W, e dos SHRDSA em relacdo aos
DSA (W: 5,83+0,19 mmHg, DSA: 8,98£1,2 mmHg, *SHR: 12,51+4,73 mmHg,
*SHRDSA: 14,57+2.52 mmHg, *p< 0,05 vs. W, *p< 0,05 vs. DSA). Houve
relacdo entre medidas ndo- invasivas e invasivas do VD, mostrando uma
boa acuracia das medidas ecocardiograficas. CONCLUSOES: Nossos
resultados sugerem que a disfuncdo baroreflexa compromete a funcéo
biventricular. Além disso, o0s achados observados nos indices
ecocardiograficos do VD indicam que a DAS pode induzir a elevagdo da
pressao arterial pulmonar, reforcando o papel da disfuncdo barorreflexa na

patogénese da doenca cardiaca hipertensiva.
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Abstract

Sirvente RA. Evaluation of the systolic and diastolic ventricular function by
transesophageal echocardiogram and functional capacity in spontaneously
hypertensive rats submitted to sinoaortic denervation [thesis]. Faculty of
Medicine, University of Sao Paulo, SP (Brazil); 2011.

INTRODUCTION: During the development of hypertension, sympathetic
hyperactivity commonly seems to be related to the left ventricular (LV)
dysfunction and baro and chemoreflexes impairment. However, right ventricle
(RV) function has not been evaluated specially regarding the association of
hypertension and baroreflex dysfunction. OBJECTIVE: To evaluate
noninvasively and invasively the biventricular myocardial function, the
functional capacity, the baroreflex sensitivity and the cardiovascular
autonomic control in Wistar (W) rats and spontaneously hypertensive rats
(SHR) submitted or not to sinoaortic denervation (SAD). METHODS: Ten
weeks after DSA, cardiac function was evaluated by the maximal exercise
test (MET), by transthoracic (TT) and transesophageal echocardiography
(TEE) and the biventricular end diastolic pressures (EDP). Additionally,
hemodynamic and autonomic functions were evaluated by the blood
pressure (BP) and heart rate (HR) records, BP and HR variability and
baroreflex sensitivity. The rats (n=32) were divided in 4 groups: 16 Wistar
(W) with (n=8) or without SAD (n=8) and 16 SHR, with (n=8) or without SAD
(n=8). RESULTS: Blood pressure and HR did not show any change between
the groups SAD and without SAD, although, SHR showed higher BP levels in
comparison to W. MET results showed that SHR had better functional

capacity compared to SAD and SHRSAD (W: 1,16+0,3m/s, DSA:



0,9+0,15m/s, "'SHR: 1,46+0,29m/s, SHR-DSA: 1,02+0,31, *p< 0.05 vs. SAD
and SHRSAD). BP variability was increased in SHR groups compared to W.
After SAD, BP variability increased in all groups compared to W (W: 15+29
mmHg?, *DSA: 49+27 mmHg?, *SHR: 6029 mmHg?, *SHR-DSA: 137+76
mmHg?, *p<0.05 vs. W). Left ventricular concentric hypertrophy; segmental
systolic dysfunction and global diastolic LV dysfunction; segmental and
global systolic dysfunction, and global diastolic RV dysfunction; indirect
signals of pulmonary arterial hypertension were shown by echocardiography,
mostly evident in SHRSAD. The RV-EDP increased in all groups compared
to W (W: 3+0.39mmHg, *SAD:4.7+0.52mmHg, *SHR: 6.6+1.1mmHg,
*SHRSAD: 7.8£0.87mmHg, *p<0.05 vs. W), and the LV-EDP increased in
SHR and SHRSAD groups compared to W, and in SHRSAD compared to
SAD (W: 5,83+0,19 mmHg, SAD: 8.98+1.2 mmHg, *SHR: 12.51+4.73 mmHg,
*SHRSAD: 14.57+2.52 mmHg, *p<0.05 vs. W, *p<0.05 vs. DSA). There was
a relation between invasive or noninvasive measurements of the RV showing
good accuracy of echocardiographic measurements. CONCLUSIONS: Our
results suggest that baroreflex dysfunction impaired biventricular function.
Moreover, the findings of RV echocardiographic indices indicate that SAD
may lead to increased pulmonary artery pressure, supporting a role for
baroreflex dysfunction in the pathogenesis of the hypertensive cardiac

disease.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hipertensédo Arterial Sistémica e as Alteracbes no Controle

Reflexo da Pressao Arterial

A hipertenséo arterial sistémica (HAS) é um dos maiores fatores de
risco para as doencas cardiovasculares (Kannel, 1993; Chockalingam et al.,
2008). Por ser uma doenca multifatorial na qual ha interacdo de varios
mecanismos fisiopatolégicos, o estudo isolado de um ou de outro
mecanismo se torna complicado, e é também complexo estabelecer
exatamente qual dos mecanismos desencadeou a doenca, uma vez que a
principal forma de HAS € do tipo primaria ou essencial, ou seja, sem causa
determinada (Figura 1).

Embora seja improvavel que todos esses fatores estejam alterados ao
mesmo tempo num dado paciente, arranjos mdultiplos podem ser
encontrados, uma vez que o marcador hemodinamico da HAS priméaria € o
aumento persistente da resisténcia vascular periférica, o qual pode ser
determinado através de diferentes associacbes desses fatores
determinantes.

Dessa forma, os mecanismos que promovem desequilibrio entre os
fatores pressores e depressores e induzem alteracdo do calibre das
arteriolas merecem atencéo especial. Eles atuam basicamente na contracéo
da musculatura que regula a luz do vaso ou na espessura da musculatura,

ocupando maior ou menor parte do limen (Krieger et al., 1999; Michelini et

al., 2008).
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Figura 1. Determinantes primarios da pressdo arterial, débito cardiaco e
resisténcia periférica, e interacdo dos mecanismos responsaveis pela sua
manutencdo em niveis ideais, a curto e longo prazo. Diante de
anormalidades em um ou mais desses fatores, bem como influéncias
ambientais e genéticas, instala-se a hipertenséo arterial sistémica primaria.
Modificado de Irigoyen et al., 2005.

A variacdo do ténus vascular depende de diferentes fatores funcionais.
Dentre eles destaca-se a atividade simpatica gerada centralmente e
modulada por aferéncias de diferentes reflexos e por substancias

vasopressoras e vasodepressoras circulantes ou produzidas pelas células

da musculatura lisa ou endoteliais. Um consideravel nimero de evidéncias
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da suporte ao aumento da atividade simpéatica precocemente na HAS
(Dequattro e Feng, 2002).

O sistema nervoso autonomo (SNA), por ter grande participacdo na
regulacdo da presséao arterial (PA), € tido com fator importante na génese e
manutencdo da PA elevada. Embora ndo estejam definitivamente
comprovadas, inumeras evidéncias apontam para a participacdo do aumento
da atividade do sistema nervoso simpético na patogénese da HAS (Wyss,
1993). Usando-se diferentes métodos de avaliacdo da atividade simpatica,
pode-se detectar, nas fases iniciais da HAS primaria, aumento do ténus
simpatico (Mancia et al., 1993), embora os mecanismos envolvidos nessa
alteracdo permanecam pouco esclarecidos. Um dos mecanismos que tem
recebido a atencdo dos pesquisadores é a sensibilidade do baroreflexo, o
reflexo comandado pelos pressorreceptores arteriais.

Os  pressorreceptores  arteriais  (ou  barorreceptores)  séo
mecanorreceptores sensiveis as deformacdes da parede vascular. Estes
mecanorreceptores estéo localizados principalmente na crossa da aorta e no
seio carotideo, constituindo assim o mecanismo mais importante de controle
da PA em curto prazo, ou seja, momento a momento (Franchini e Krieger,
1992). Além do controle reflexo da atividade autondémica, o0s
pressorreceptores também exercem controle ténico sobre a atividade
simpatica  (inibicdo) e parassimpatica (estimulagdo). Assim, o0
comprometimento da funcdo dos pressorreceptores poderia atuar como

elemento permissivo ao estabelecimento de alteracBes primarias de outros
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mecanismos de controle da fungdo cardiovascular, por ndo modular a
atividade simpatica e parassimpatica adequadamente (Irigoye et al., 1995).

Uma caracteristica importante dos barorreceptores em particular € a
adaptacado. Por esse processo, alteracdes para mais ou para menos, desde
gue sustentadas, deslocam a faixa de funcionamento dos barorreceptores
para o novo nivel de PA (hipertensdo ou hipotensdo), que passa a ser
reconhecido como normal (Irigoyen et al., 2003; Michelini et al., 2008).
Embora os barorreceptores arteriais sejam capazes de se adaptar aguda e
cronicamente a altos niveis de PA (Krieger, 1989), a disfuncéo barorreflexa
tem sido documentada na HAS e em outras doencas cardiovasculares em
estudos clinicos e experimentais (Irigoyen e Krieger, 1998; Zanchetti e
Mancia, 1991). Ha dados na literatura sugerindo que a atenuacdo do
barorreflexo pode ser causa e/ou consequéncia da HAS (Zanchetti e Mancia,
1991).

De fato, na HAS sustentada, esse processo de adaptacdo com
deslocamento de sua faixa de funcionamento para um novo nivel de PA,
normalmente €& acompanhado de reducdo da sensibilidade dos
barorreceptores como ja comentado anteriormente (Krieger et al., 1982).
Isso determina que, para uma variacdo similar da PA, os hipertensos tém
uma menor quantidade de informacfes e, consequentemente, uma
deficiéncia na regulacdo reflexa da PA. A menor sensibilidade dos
barorreceptores é provavelmente o maior determinante do aumento da

variabilidade da PA em individuos hipertensos (Irigoyen e Krieger, 1998;
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Floras et al., 1988) e, de forma indireta, associada as consequentes lesdes

dos 6rgaos-alvo (Floras et al., 1988; Miao et al., 2006).

1.2 Barorreceptores arteriais

Os barorreceptores exercem acao no controle reflexo sobre o débito
cardiaco e a resisténcia periférica gracas as multiplas conexdes no sistema
nervoso central, conforme explicitado no item anterior. Além do controle
reflexo da atividade autonémica, 0s barorreceptores também exercem
controle tbnico sobre a atividade simpatica (inibicdo) e parassimpatica
(estimulacgéo).

A comprovacdo da acdo inibitéria dos barorreceptores sobre a
atividade simpatica € dada pelo efeito hipertensor agudo apds sua retirada.
Por isso, uma das melhores maneiras de se estudar o papel dos
barorreceptores é seccionando cirurgicamente suas fibras aferentes,
procedimento denominado desnervacdo sino-aédrtica (DSA) e descrito no
rato por Krieger (1964). Na fase inicial da DSA, o aumento da PA e da
atividade simpatica € predominante (lrigoyen et al., 1988). Na fase crbnica, a
normalizacdo de ambos refletem o balanco entre efeitos inibitérios dos
presso- e excitatérios dos quimiorreceptores (lrigoyen et al., 1995). Uma
caracteristica importante deste modelo é o aumento da variabilidade da PA,
gue se mantém mesmo apos a normalizacdo da PA (Barres et al., 1992).

Maiores evidéncias sobre os efeitos cronicos desse aumento, oriundo da
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disfuncéo cronica do mecanismo barorreflexo ainda sao escassas, sobretudo
em situacdes patoldgicas.

Embora os barorreceptores arteriais sejam capazes de se adaptar
aguda e cronicamente as alteracbes dos niveis de PA (Krieger, 1989), a
disfuncdo barorreflexa tem sido documentada em diversas doencgas
cardiovasculares (Zanchetti e Mancia, 1991; Dall’Ago et al., 1997; Mancia et
al, 1997; Irigoyen e Krieger, 1998; La Rovere et al., 1998; Harthmann et al.,
2007). Dessa forma, o controle reflexo da circulagdo comandado pelos
barorreceptores tem sido reconhecido também como um importante preditor
de risco apos evento cardiovascular. De fato, o estudo ATRAMI (Autonomic
Tone and Reflexes After Myocardial Infarction) forneceu evidéncias clinicas
do valor prognostico da sensibilidade do barorreflexo e da variabilidade da
freqiéncia cardiaca na mortalidade pés-infarto agudo do miocérdio,
independente da fracdo de ejecédo do ventriculo esquerdo (VE) e de arritmias
ventriculares (La Rovere et al., 1998). A evidéncia do carater prognostico do
barorreflexo neste estudo pioneiro de La Rovere et al. (1998) foi acrescida
por diversos estudos que também encontraram relacdo entre a sensibilidade
do barorreflexo e alteracBes cardiovasculares. A sensibilidade barorreflexa
diminuida foi também observada na insuficiéncia cardiaca (Mortara et al.,
1997). Mais recentemente, Liu et al. (2007) mostraram que a menor
eficiéncia do barorreflexo foi preditor de acidentes vasculares cerebrais em
ratos hipertensos da linhagem SHR-stroke prone. Adicionalmente, (Cai et al.,

2005) mostraram que a sensibilidade do barorreflexo diminuida em ratos
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normotensos tratados com dieta rica em colesterol estava associada ao
aumento da aterosclerose nestes animais.

Merecem destaque, alguns estudos que evidenciaram a reducdo da
sensibilidade barorreflexa na HAS (Krieger et al.,, 1982; Head e Adams,
1988; Piccirillo et al., 1996), demonstrando sua importancia nesta doenca tao
prevalente na sociedade. Também em hipertensos, (Milan et al., 2007)
mostraram que a disfuncao barorreflexa est4 associada a hipertrofia do VE e
disfuncao diastdlica.

A importancia da hiperatividade simpatica no aumento da resisténcia
periférica em ratos com DSA tem sido confirmada pela reversdo da HAS
apos bloqueio autonémico farmacoldgico. A outra alteracdo cardiovascular
produzida pela DSA, conforme jA comentado no paragrafo anterior, € o
aumento na variabilidade da pressédo arterial (VPA), caracterizada pelo
aumento do desvio padréo e variancia da PA obtidas de registros de longa
duracéao (Trapani et al., 1986).

Alteracbes neuro-humorais (especialmente dos sistemas renina-
angiotensina e vasopressina) tém sido implicadas na geracdo e manutencao
do aumento da VPA (Franchini et al., 1994). De fato, a diminuicdo da VPA na
HAS tem sido reconhecida como uma das estratégias importantes no
tratamento desta patologia, ao lado da reducdo da propria PA, ja que a VPA
estd associada as complicacdes decorrentes da HAS sobre os érgdos-alvo
de maneira mais determinante do que a prépria PA constantemente elevada.

Dados obtidos em nosso laboratério demonstraram que jovens

normotensos, filhos de hipertensos, apresentam aumento da PA, dos niveis
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séricos de catecolaminas e reducao da resposta barorreflexa da frequéncia
cardiaca (FC), quando comparados a jovens filhos de normotensos (Lopes
et al., 1997). Esses dados apontam para o envolvimento precoce do SNA na
génese da HAS bem como indicam que a predisposi¢cdo genética para a
HAS pode cursar com a reducdo da sensibilidade desse importante

mecanismo de controle reflexo momento a momento.

1.3 Hipertenséao, Hipertrofia Cardiaca e Desnervacdo Sino-Adértica

O remodelamento celular € um dos principais elementos envolvidos na
patogénese de diversas doencas, incluindo a HAS (Kacimi e Gerdes, 2003).
Esse processo engloba eventos complexos, como hipertrofia, alteracées na
expressdo de diversos genes e no formato de cardiomiécitos, bem como
modificacbes na matriz extracelular. Essas alteracfes resultam no
espessamento da parede cardiaca, seguido por dilatacdo das suas camaras
e, consequentemente, disfuncdo miocardica (Pfeffer et al., 1995; Bristow et
al., 1998; Schwinger, Munch et al., 1999).

A hipertrofia cardiaca é uma caracteristica comum no processo de
remodelamento, sendo uma adaptacao inicial tanto as condicdes fisiologicas,
como patolégicas, associadas ao aumento do trabalho cardiaco. A resposta
hipertrofica inicialmente normaliza o estresse da parede cardiaca e mantém
a funcao ventricular (Kacimi e Gerdes, 2003).

A hipertrofia cardiaca pode ser classificada em fisiologica ou patoldgica

de acordo com as adaptacdes miocardicas e a natureza da carga imposta ao
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coracao (Richey e Brown, 1998). Esses padrbes de hipertrofia apresentam
diferentes caracteristicas estruturais e funcionais, assim como fatores
bioquimicos que influenciam no remodelamento cardiaco (lemitsu et al.,
2003).

A sobrecarga pressoérica ao coracdo na HAS induz a hipertrofia
cardiaca patolégica. Esse padrdo de hipertrofia é uma adaptacao
compensatdria ao aumento do trabalho cardiaco (Panidis et al., 1984) e é
acompanhado por modifica¢des estruturais do miocardio, incluindo perda de
cardiomidcitos, desenvolvimento vascular defeituoso e fibrose (Fortuiio et al.,
2001). A hipertrofia cardiaca patologica reduz a funcdo miocardica e sua
progresséao resulta em insuficiéncia cardiaca (Reddy, 1997).

No modelo genético de HAS experimental que utiliza ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), ha aumento gradual da PA,
sobrecarga pressorica, e consequente desenvolvimento de HAS. Esse
modelo demonstra muitas similaridades com a HAS primaria em humanos,
com periodo pré-hipertensivo, e fases de desenvolvimento e de HAS
sustentada (Bell et al., 2004). Bell e colaboradores (2004), ao avaliarem o
curso temporal da HAS em SHR, verificaram que a PA aumenta
progressivamente a partir da 7° semana de vida até a 16° semana, quando
entdo, € atingido o platd caracterizando a fase sustentada da HAS. A
hipertrofia cardiaca acompanhou parcialmente a elevacdo da PA nesses
animais, aumentando a partir da 16° semana, isto é, ja na fase de

sustentacao da HAS.
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O tamanho das células cardiacas, bem como a massa protéica dos
cardiomiécitos € maior nos animais SHR, comparados com seus controles
normotensos, indicando um padrdo concéntrico de hipertrofia cardiaca
(Brooksby et al., 1993). No entanto, o desenvolvimento desse tipo de
hipertrofia € considerado multifatorial nos animais SHR e reflete a
contribuicdo adicional de mecanismos nao hemodinamicos, como fatores
genéticos e neurohumorais.

A presenca de mRNA da a-actina em cardiomiécitos de SHR, a partir
da 10° semana de vida, indica alteracfes fenotipicas das fibras musculares

ventriculares antes mesmo do estabelecimento da HAS (Masuzaki et al.,

1996).

Em ratos com DSA os relatos indicam que a hipertrofia VE € modesta
e quando presente, apresenta aumento entre 11% e 16%, observados 6, 10
e 16 semanas apOs a cirurgia de DSA (Miao e Su, 2002), quando
comparados com SHR com 30% de aumento (Lo et al.,, 1990) e na HAS
renal, com 32% de aumento (Jones e Floras, 1980). Esses dados indicam
gue a HAS mais do que a labilidade € o fator critico para o desenvolvimento

da hipertrofia VE.

Confirmando dados epidemioldgicos que mostram que a sensibilidade
do barorreflexo estd relacionada com o prognostico apds evento
cardiovascular (La Rovere et al., 1998; Mostarda et al. 2006) mostraram que
animais com DSA apresentam uma maior resposta hipertrofica a HAS

renovascular assim como maior mortalidade quando submetidos a ocluséo
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coronariana. Esses dados em conjunto sugerem um papel protetor do
barorreflexo na resposta de ganho de massa do VE a HAS.

Uma questdo relevante no estudo desse modelo é a observacao de
gue nao s6 o VE, mas também o ventriculo direito (VD) poderia responder as
alteracoes induzidas pela remoc¢éao do barorreflexo. De fato, alguns trabalhos
ressaltam o desenvolvimento de hipertrofia VD induzida pela DSA e que
estaria relacionada ao desenvolvimento de hipertensédo pulmonar (Smith et
al., 1983). Neste sentido, Galinier et al. (1995) demonstraram que em cées a
DSA causa hipertensdo pulmonar transitoria e aguda.

A hipertensdo pulmonar €é wuma doenga caracterizada pelo
remodelamento vascular progressivo, produzindo disfuncdo do VD. A
exposicdo prolongada a hipdxia induz mudancas fisiolégicas nos vasos
pulmonares e aumento no tdnus vasomotor. Neste sentido, um modelo que
parece se prestar bem a este estudo € o da DSA, ja que provoca hipoxia,
agudamente hipertensédo pulmonar e cronicamente hipertrofia de VD.

Existe evidéncia na literatura de que a hipertrofia do VD na DSA seria
consequéncia da desnervacado carotidea, reforcando a idéia de que esse
processo pudesse estar associado a alteracfes na circulacdo pulmonar (Van
Vliet et al., 1999). A ocorréncia de hipertrofia do VD na DSA foi demonstrada
pela primeira vez por Van Vliet et al. (1999). Entretanto, dados sobre peso
corporal e diferentes espécies de ratos utilizados ainda levantam davidas
guanto aos resultados de hipertrofia VD nesses animais, em periodos de um

a dois meses apos a DSA (Miao et al., 2003).
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1.4 O uso do Ecocardiograma como Ferramenta e Avaliagcdo de

Funcao e da Estrutura cardiacas in vivo.

1.4.1 Ecocardiograma Transtorécico

A imagem ultra-sonografica das estruturas cardiacas e da velocidade
do fluxo sanguineo pelo ecoDopplercardiograma € largamente reconhecida
por proporcionar uma das mais acuradas medidas nado-invasivas para
caracterizacdo da morfologia cardiaca e analise das funcbes sistélica e
diastolica em humanos (Devereux, 1987; Devereux et al., 1986). Em animais
de experimentacdo, 0 uso do ecocardiograma transtoracico (ETT) como
metodologia ndo-invasiva da andlise da funcdo cardiaca, também vem se
tornando rotina gracas ao avanco tecnolégico e desenvolvimento de
transdutores ultra-sonograficos com freqiéncias maiores, que proporcionam
uma resolucdo adequada para avaliar pequenas estruturas localizadas em
regides proximas ao térax (Pawlush et al., 1993). Essa pratica vem sendo
amplamente utilizada em estudos que requeiram analise morfolégica e
funcional do sistema cardiovascular no curso temporal de determinada
patologia, exatamente por permitir a sobrevivéncia do animal até o final do
experimento. Moléstias como infarto do miocardio, HAS, diabetes mellitus,
entre outras, com tratamento associado ou ndo, podem ser avaliadas ao
longo de periodos pré-estabelecidos pelo uso desta técnica. A ETT permite a
guantificacdo da massa VE em humanos e pequenos animais, possibilitando

assim, a determinacdo dos diferentes padrées geométricos, que sao
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classificados em: remodelamento concéntrico, hipertrofia concéntrica e
hipertrofia excéntrica levando-se em consideragcdo a massa e a espessura
relativa da parede (Ganau et al., 1992; Lang et al., 2005). O modelo de SHR
apresenta hipertrofia miocardica concéntrica a partir do segundo més de
vida, sendo bem estabelecida com quatro meses de idade. Ja o modelo
apenas DSA é controverso, com alguns estudos mostrando HVE, e outros
nao.

A avaliacdo ecocardiografica da morfologia e funcdes sistdlica e
diastolica do VE tem sido extensivamente estudada e os valores normais
bem estabelecidos em humanos e animais de experimentacdo (Sahn et al.,
1978; Lang et al., 2005; Salemi et al., 2005; Scherrer-Crosbie e Kurtz, 2010).
Entretanto, o estudo ecocardiografico do VD é dificultado pelo seu formato
em crescente, composto de trés por¢des distintas como via de entrada, via
de saida e regido apical trabeculada. Além disso, a localizacdo proxima ao
esterno, a superficie endocardica irregular e 0 mecanismo de contracéo
complexo limitam imensamente para a avaliacdo ecocardiografica em
humanos. Recentemente, foram padronizados a metodologia de avaliacédo e
os valores de normatizacdo ecocardiograficos do coracdo direito em
humanos (Rudski et al., 2010). J& em pequenos animas, pela dificuldade da
aquisicdo de imagem em corte apical quatro camaras, e consequente
analise da morfologia do VD, tem sido utilizada a estimativa indireta de
avaliacdo do coracao direito como a medida do fluxo da via de saida do VD,

obtida pelo Doppler pulsatil (Thibault et al., 2010). N&o existem estudos
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mostrando a funcdo do coracdo direito em pequenos animais hipertensos

submetidos a DAS pelo ETT e o ecocardiograma transesoféagico (ETE).

1.4.2 Ecocardiograma Transesofagico

O ETE mudou a abordagem diagnostica de varias doencas
cardiovasculares, como na endocardite infecciosa, cardiopatias congénitas,
disseccao de aorta e para deteccdo de trombos atriais esquerdo. O sucesso
da ETE é resultado de varios fatores: proximidade do esdfago com o
coracao; auséncia de osso e pulmao, permitindo obtencdo de imagens de
alta qualidade; e por ser uma técnica semi-invasiva é segura e bem tolerada
pelos pacientes, mesmo em individuos criticamente doentes e em bebés
(Shanewise et al., 1999). Entretanto, existem algumas limitacbes como uso
de anestesia topica e sedacdo para a insercdo da sonda, podendo causar
trauma oral ou dentario, perfuracdo de esdfago e/ou reacédo vagal. Também
podem ocorrer outras complicacfes tardias como aspiragao e taquiarritmias.

Embora, em modelos de pequenos animais o ETT tenha sido utilizado
para monitorar as mudancas morfologicas e funcionais, como na hipertrofia
ou no infarto agudo do miocardio, a reprodutibilidade pode ser limitada pela
variabilidade do alinhamento com as estruturas cardiacas e a resolucéo
espacial, especialmente da visualizacdo do VD. Em 2002, foi desenvolvido
um transdutor ecocardiografico intracardiaco de alta frequéncia (AcuNav,
Acuson-Siemens Corp, Mountain View, CA, EUA) em humanos (Packer et
al., 2002), podendo ser utilizado para realizacdo de ETE em animais de

pequeno porte (Hoit, 2006). Poucos estudos utilizaram o esse cateter em
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pequenos animais, sendo o primeiro trabalho realizado por (Gao et al.,
2005), que avaliou a funcéo cardiaca em ratos com taxas altas de sucesso
nos varios cortes ecocardiograficos, mostrando o grande potencial de
aplicacdo dessa técnica, permitindo a visualizacdo das cavidades
ventriculares e uso do Doppler pulsatil, colorido e tecidual.

O Doppler tecidual permite avaliar o movimento da parede
miocardica, oferecendo uma andlise mais precisa das alteracdes
segmentares sistdlica e diastdlica biventricular e ainda permite estimar de
forma ndo-invasiva a pressao capilar pulmonar em humanos (Nagueh et al.,
1998). Esta técnica também tem sido utilizada no ETT em ratos, para
avaliacdo segmentar do VE (Pires et al., 2003). A aquisi¢do das imagens do
Doppler tecidual € mais adequada pelo TEE, pois possibilita melhor
visualizacdo da regido lateral do anel mitral, e principalmente da regiédo
lateral do anel tricuspide, limitadas no ETT. Dessa forma, essa abordagem
podera fornecer informacdes adicionais no estudo da disfuncédo cardiaca

sistOlica e diastélica biventricular em SHR com DSA ou néo.

1.5 Teste de Esforco Maximo como Marcador da Capacidade

Funcional

O teste de exercicio (TE) maximo tem sido considerado o método
adequado para avaliacdo da capacidade funcional, € seguro e bem tolerado.
Permite avaliar a resposta clinica, hemodinamica, autonémica,

eletrocardiogréfica e metabodlica dos pacientes ao esforco fisico com
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deteccdo de isquemia miocérdica, arritmias cardiacas, distarbios
hemodindmicos esforgo-induzidos, diagndéstico e prognéstico das doencas
cardiovasculares, prescricdo de exercicios e avaliacdo dos resultados de
intervencdes terapéuticas (Meneghelo et al., 2010).

A medida do consumo maximo de oxigénio (VO,max) representa o
maior pico de captacao de oxigénio atingido durante incrementos de esforgo
fisico, e € um excelente parametro para quantificar a capacidade cardio-
respiratoria, bem como o nivel de condicionamento fisico (Lange et al.,
2001). A avaliacdo das respostas cardio-respiratérias ao exercicio agudo e
cronico, de forma semelhante ao realizado em humanos, tem sido uma
pratica comum na investigacéo de diferentes doencas em modelos animais.
Tanto na abordagem clinica como na experimental, a medida do VO,max é
uma ferramenta de grande validade no estudo da capacidade funcional,
entretanto, essa avaliacdo em animais de laboratorio muitas vezes é
limitada. Estudo prévio mostrou correlacdo positiva entre a velocidade
maxima obtida no TE e o VO,max tanto em animais wistar (W) (r= 0,87, p<
0,05) como nos animais diabéticos (r= 0,80, p< 0,05) (Rodrigues et al.,
2007), validando o TE como método adequado de avaliacdo da capacidade
funcional em ratos.

Nesse contexto, elaboramos o estudo atual com o objetivo de utilizar
ferramentas ndo-invasivas ou semi-invasivas como o ETT e o ETE, e 0 TE
maximo, e invasivas como medidas hemodindmicas e sensibilidade
barorreflexo, para mostrar possiveis alteragdes ventriculares, com énfase no

coracao direito, de animais hipertensos submetidos ou ndo a DSA. Essas
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informacdes poderdao contribuir para o melhor entendimento do papel da
disfuncao barorreflexa isoladamente ou da associacdo a HAS nos ajustes

estruturais e funcionais do coragao.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivos avaliar em animais

normotensos, desnervados, hipertensos e hipertensos desnervados:

¢Os indices ecocardiograficos transtoracicos e transesofagicos de
funcd@o miocardica biventricular;

¢ A capacidade funcional obtida pelo TE maximo;

e Medidas invasivas das pressdes de enchimento biventriculares;

¢ A sensibilidade barorreflexa e controle autonémico cardiovascular;

¢ A relagéo entre indices ndo-invasivos e invasivos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Grupos Experimentais

Foram utilizados ratos W e SHR machos, com dois a trés meses de
idade, adquiridos no Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séao Paulo (FMUSP). Os animais foram mantidos agrupados, em ambiente
com temperatura de 22° a 24°C e ciclo claro/ escuro de 12:12 horas
controlados, com acesso irrestrito a agua e comida (dieta normoprotéica
com 12% proteinas). Os animais foram divididos em quatro grupos

experimentais e avaliados 10 semanas apos a cirurgia de DSA:

e Grupo Wistar (GW) (n=8).
¢ Grupo Wistar com desnervacéo sino-aértica (GWDSA) (n=8).
¢ Grupo SHR (GSHR) (n=8)

e Grupo SHR com desnervacao sino-aértica (GSHRDSA) (n=8);

Este estudo (Protocolo de Pesquisa SDC 2901/06/146) foi aprovado
pela Comissdo de Cientifica do Instituto do Coracdo (InCor) e pela
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Foram
seguidas as recomendacfes internacionais para cuidados e manejo dos

animais (National Institutes of Health publication no. 85-23, revised 1985).
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3.2 Desnervagdo Sinoaértica

Os animais dos grupos GWDSA e os GSHRDSA foram submetidos a
DAS, sendo anestesiados com Ketamina (50mg/kg; i.p.) e Xilazina
(12mg/kg; i.p.) e posicionados em decubito dorso-ventral / cranio-sacral. Foi
realizada incisdo mediana na regido cervical anterior, separando 0s
musculos pré-traqueais, assim, localizando bilateralmente o feixe vasculo
nervoso, constituido pela artéria carétida, nervo vago e tronco simpatico
(Krieger, 1964). As fibras pressorreceptoras aorticas que trafegam junto ao
tronco simpatico ou como nervo isolado foram seccionadas. A bifurcacao da
cardtida comum foi localizada, exposta e dissecada completamente nos
dois lados, seccionando-se as fibras carotideas e destruindo-se o
corpusculo carotideo (Fig. 2 e 3). Finalmente, o outro contingente de fibras
pressorreceptoras adrticas que poderiam estar juntas ao laringeo inferior foi
interrompido quando foi seccionado o laringeo superior (Krieger e

Marseillan, 1963).
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neno recarrente ou
Smodtico + laringeo inferior
pressorreceptor a0rtico
cardtidadreita

Figura 2: Visdo do feixe vasculo - nervoso, apOs afastamento da

musculatura do pescoco.

nervo de
Hering

W\

arteria corpo

nervo nervo vago

laringeo ocipital carotideo
superior bifurcacio pressorreceptores
carétida da cardtida

nervo pressorreceptor
adrtico

A B

Figura 3: Inervacdo na regido da bifurcacdo da carétida. A: localizacdo do
nervo laringeo superior; B: detalhe da inervacdo do corpo carotideo e dos

pressorreceptores carotideos.
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3.3 Avaliacéo Ecocardiogréfica

3.3.1 Ecocardiografica Transesofagica

Os animais foram anestesiados por via intra-peritoneal com Ketamina
(50mg/kg; i.p.) e Xilazina (12mg/kg; i.p.). Foi realizada tricotomia da regiédo
torécica, os animais foram colocados em decubito dorsal, intubados com
cateter intravenoso de 22gauge (BD Vialon, Franklin Lakes, NJ, EUA) e
ventilado com respirador de pequenos animais, modelo 683 (Harvard
Apparatus, Holliston, MA, EUA). Os animais foram colocados em uma mesa
cirargica apropriada e foram fixados eletrodos descataveéis (3M, Sumareé,
SP, Brasil) nos membros superiores direito e esquerdo e no membro inferior
direito, para monitorizacao eletrocardiografica simultanea. Em seguida, foi
introduzido o transdutor transesofagico monoplano 10F (AcuNav,
Acuson/Siemens, Mountain View, CA, USA), de frequéncia variavel (5,5-10
MHz), com Doppler pulsatil e colorido, no eséfago em direcdo a posicéo
imediatamente posterior ao atrio esquerdo. A partir dessa posicéo,
pequenas manipulacbes do cateter foram realizadas sob visualizacao
ecocardiografica e os dados foram adquiridos no sistema de ultra-som
Sequdia (Siemens, Mountain View, CA, EUA). Cada variavel foi obtida a
partir da média de trés ciclos cardiacos.

A manipulacéo do cateter foi feita sob visualizacdo ecocardiografica no
es6fago médio nos cortes apical quatro camaras, apical trés camaras e
duas camaras e via de saida do VD em nivel de es6fago médio (Figura 4 e

5). As imagens foram armazenadas em fitas de videocassete da marca



Materiais e métodos | 26

Sony (Nuevo Laredo, México), em discos Opticos regravaveis de 128Mb da
marca Sony (Dothan, AL, EUA) e em DVD-R da marca Sony (Toronto, ON,

Canada).

Figura 4. Ecocardiograma transesofagico de rato espontaneamente
hipertenso mostrando valva tricuspide, ventriculo direito (VD) e via de saida

de ventriculo direito (VSVD).

Inverted

Fluxo da
VSVD

Figura 5: Ecocardiograma transesofagico: A) fluxo tricaspide com inverséo
E/A, B) Doppler tecidual da regiao lateral do anel tricuspide com E’ menor

que A’, e C) fluxo da via da saida do ventriculo direito (VSVD).
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3.3.1.1. Avaliacdo dos volumes e fracdo de ejecdo do ventriculo direito

Foram avaliados os volumes do VD em di4stole e sistole maximas em
corte bidimensional apical quatro camaras, corrigidos pelo peso do animal.
O endocérdio ventricular foi tracejado a partir do anel tricspide, ao longo da
parede livre, em direcdo ao apice e entdo, de volta ao anel, junto ao septo
interventricular. Os folhetos da valva tricUspide, as cordas e as trabéculas

foram incluidas dentro do tracejado.

A fragdo de ejecéo do VD foi obtida a partir dos volumes:

Fracao de Ejecao do VD (%) =

Volume ventricular maximo — minimo x 100

Volume ventricular maximo

3.3.1.2. Avaliacao da funcéo diastélica biventricular

3.3.1.2.1. Ventriculo esquerdo

A amostra de volume de 1 mm foi colocada na borda dos folhetos da
valva mitral, paralelo e o mais préximo possivel do centro do fluxo, com
obtencado da velocidade maxima. Foram medidas as velocidades maximas
do enchimento ventricular precoce (onda E), tardio (onda A) e relacdo E/A

(Nagueh et al., 2009). A fragdo de enchimento atrial esquerda foi calculada
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a partir da integral da velocidade da onda A dividida pela integral da
velocidade do fluxo diastdlico total do VE. O tempo de desaceleracdo da
onda E foi obtido por linha tracada do pico de velocidade da onda E, ao
longo da borda externa do envelope de velocidade do Doppler pulsétil, até
atingir a linha de base. O tempo de relaxamento isovolumétrico do VE
(TRIV) foi obtido pelo Doppler pulsatil com a amostra de volume de 1mm de
entre a valva mitral e a via de saida do VE, e medido pelo tempo entre o

clique de fechamento da valva adrtica e abertura da valva mitral.

3.3.1.2.2. Ventriculo direito

Da mesma forma que foram adquiridos os indices de funcéo diastolica
do VE, foi utilizada metodologia semelhante para o VD, tendo como
referéncia a valva tricuspide. Foram obtidos os seguintes indices de funcéo
diastdlica do VD: onda E, onda A, relacdo E/A, tempo de desaceleracdo da

onda E e fracdo de enchimento atrial direita (Figura 5).

3.3.1.3. Avaliacdo da funcéo sistdlica e diastélica segmentar pelo

Doppler tecidual

3.3.1.3.1. Anel mitral

O é&pice ventricular é relativamente fixo, e na sistole a base se move
em direcdo a ele. Assim, com a coloca¢do da amostra de volume de 1mm
na regido septal e lateral do anel mitral se obtém basicamente trés ondas

pelo Doppler pulsatil tecidual: onda S’, que reflete a fungéo sistdlica da
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regidao avaliada; onda E’, que ocorre na fase de enchimento ventricular
precoce e reflete o relaxamento ventricular segmentar; onda A’, que ocorre
na fase de enchimento ventricular tardio e reflete a fungéo atrial segmentar;

e a relagdo E'/A’(Nagueh et al., 2009).

3.3.1.3.2. Anel tricuspide

Da mesma forma que foram adquiridos os indices de Doppler tecidual

do VE, foi utilizada metodologia semelhante para a avaliacdo da regiao

lateral do anel tricaspide (Rudski et al.,2010).

3.3.1.3.3. Avaliacdo da funcédo cardiaca global obtida pelo indice de

desempenho miocardico ou indice de Tei

3.3.1.3.4. Obtido pelo Doppler pulsatil

Este indice utiliza intervalos de tempo sistdlico e diastélico, facilmente

obtidos pelo Doppler pulsétil e refletem a funcéo global biventricular (Tei et

al., 1995). E obtido pela seguinte formula:

indice de desempenho miocardico =a +b

b
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onde: a corresponde ao tempo entre o fechamento e a abertura da
valva mitral ou tricUspide, e b corresponde ao tempo de ejecdo do VE ou

VD.

3.3.1.3.5. Obtido pelo Doppler tecidual

O calculo do indice de desempenho miocérdico pelo Doppler tecidual é

adquirido em trés regides: septal e lateral do anel mitral e lateral do anel

tricispide (Rudski et al., 2010). E obtido pela seguinte formula:

indice de desempenho miocéardico = a’ + b’

b!

onde: a’ corresponde ao tempo entre o final da onda A’ e o inicio da

onda E’, e b corresponde ao tempo do inicio ao final da onda S’.

Diferente do Doppler pulsétil, no Doppler tecidual todos os intervalos

sdo medidos no mesmo ciclo cardiaco, e reflete a funcdo miocardica

segmentar.

3.3.1.4. Estimativa do fluxo da via de saida do ventriculo direito

Em individuos normais, o fluxo da via de saida do VD tem contorno

simétrico, com a velocidade maxima ocorrendo na mesossistole. O tempo de
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aceleracdo (TAc) do fluxo da via de saida do VD, que é o tempo entre 0
inicio do fluxo ao pico do mesmo; o tempo total (TT) do fluxo de via de saida
do VD e arelacdo entre o Tac/TT foram obtidos pelo Doppler pulsétil com a
amostra de volume de 1mm na via de saida do VD, em nivel de esb6fago
meédio. O tempo de aceleracdo quando reduzido, reflete o aumento da

presséo arterial pulmonar.

3.3.2 Ecocardiografica Transtoracica

O exame ecocardiografico transtoracico (ETT) foi realizado apds o
ETE com os animais ainda anestesiados. O transdutor foi posicionamento
no hemitérax esquerdo do animal anestesiado. Foi utilizado o equipamento
SEQUOIA 512 (ACUSON Corporation, Mountain View, CA, EUA), com
transdutor modelo 15L8, com frequéncia de 15 MHz. Para registro das
imagens foi utilizado gel de transmissdo para ultrasson de viscosidade
média/alta (General Imaging Gel, ATL. Reedsville, EUA). As imagens foram
armazenadas em fitas de videocassete da marca Sony (Nuevo Laredo,
México), em discos Opticos regravaveis de 128Mb da marca Sony (Dothan,
AL, EUA) e em DVD-R da marca Sony (Toronto, ON, Canada).

Foram realizados o0s seguintes cortes ecocardiograficos
bidimensionais paraesternal eixo-longo, paraesternal eixo-curto em nivel de
aorta/atrio esquerdo e musculo papilar. Foi realizado o Modo-M da
aorta/atrio esquerdo com medidas das suas dimensdes e calculo da sua

relacdo. A partir da visualizacdo do VE em corte transversal em nivel dos
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musculos papilares foi realizado o modo-M e obtidas as medidas das
seguintes variaveis: diametro da camara do VE em diastole (DDVE) e em
sistole (DSVE), espessuras do septo interventricular esquerdo (SIVE) e
parede posterior do ventriculo esquerdo (PPVE) em diastole. Com estas
medidas, foram calculadas a massa do ventriculo esquerdo (MVE), validada
pela necropsia (47) e recomendada pela Sociedade Americana de
Ecocardiografia (50), e a espessura relativa da parede (ERP), utilizando-se

as seguintes férmulas:

Massa do VE = 0,8 x {1,04 [(DDVE + PPVE + SIVE)® — DDVE®]} + 0,6

Espessurarelativa de parede = (2 x PPVE) / DDVE

O tempo de aceleracédo (TAc) do fluxo da via de saida do VD; o
tempo total (TT) do fluxo de via de saida do VD e a relagcédo entre o Tac/TT
foram obtidos pelo Doppler pulséatil com a amostra de volume de 1mm na

via de saida do VD em corte paraesternal eixo-curto aorta/atrio esquerdo.

3.4 Avaliacdo da Capacidade de Esforco

Todos os grupos estudados foram submetidos a um protocolo de TE
maximo em esteira ergométrica, conforme descrito em Rodrigues et
al.(2007); De Angelis et al. (1997, 1999). O teste consistiu em colocar o

animal correndo na esteira a 0,3 km/h por 3 minutos, sendo esta carga
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incrementada em 0,3 km/h a cada 3 minutos até que o animal atingisse a
exaustdo. O tempo do teste e a velocidade da Uultima carga foram
considerados a capacidade maxima. Todos 0s animais foram previamente
adaptados a esteira antes do teste por 5 dias consecutivos, durante 10
minutos, a uma velocidade de 0,3 Km/h (Figura 5).

A determinacdo metabdlica de consumo de oxigénio esta bem
relacionado com o TE, sendo uma analise fidedigna da capacidade

funcional (Rodrigues et al., 2007).

VO,

VO, |—
- Protocolo escalonado de exercicio

3 min. . . , ~
~2 |13 mimin. progressivo até a exaust&o

Rep.

Velocidade

Figura 6 — Esquema mostrando a realizacao do teste de esforco.

3.5 Avaliagcbes Hemodinamicas Sistémicas

3.5.1 Canulacgéo

Ao final do periodo de acompanhamento, os animais foram

anestesiados por via intra-peritoneal com Ketamina (50mg/kg; i.p.) e

Xilazina (12mg/kg; i.p.) para a colocacao dos cateteres de polietileno (PE-
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10, com diametro interno de 0,01 mm que estava conectado ao PE-50, com
diametro interno de 0,05 mm). As canulas foram preenchidas com soro
fisiolégico, e posicionadas no interior da aorta abdominal e da veia cava
inferior por uma pequena incisdo na regido inguinal esquerda, inserindo-0s
na artéria e veia femoral esquerda para registro da PA, FC e administracao
de drogas, respectivamente. As canulas foram fixadas com fio de algodao,
na artéria e na veia e suas extremidades mais calibrosas foram passadas
subcutaneamente, exteriorizadas no dorso da regido cervical e fixadas com
fio de algodédo na pele (Figura 6). Apos o0 término da cirurgia 0s animais
foram tratados com uma Unica injecdo intramuscular de penicilina G
(Benzetacil, Fontoura-Wyeth, 60.000 U). Cada rato foi mantido em uma

caixa (Plexiglas, 25x15x10 cm) durante a realizacdo do experimento.

Ligaduna anteriar

= = Catéter passade
) subcutdineo para @ regide
, & 3 o dorsal do pescoga
Area do adbdmen Catéter inserido na Ty i
artéria femonal ~_ B Ay

Feixe vdsculo
nervoso

s Vs g, ™ i N

.p'.w‘ e N, \ - >
» g\ A e Veia femoral e
o T s,

esquerda

| N |

Ligadura do
cateter coma
artéria

Nervo femoral
esquerdo

Figura 7: Esquema da canulacdo da artéria e veia femural em posicéo

anatomo-cirargica.
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3.5.2 Registro de Presséao Arterial

Vinte e quatro horas apds a canulacao, a canula arterial foi conectada
a uma extensdo de 20 cm (PE-50), permitindo livre movimentagcdo do
animal pela caixa, durante todo o periodo do experimento. Esta extensao foi
conectada a um transdutor eletromagnético (P23 Db, Gould-Statham,
Oxnard, CA, EUA) que, por sua vez, estava conectado a um pré-
amplificador (Hewlet-Packard 8805C, Puerto Rico, EUA). Sinais da PA
foram gravados durante um periodo de 40 minutos em um microcomputador
equipado com um sistema de aquisicdo de dados (CODAS, 2Kz, DATAQ
Instruments, Akron, OH, EUA), permitindo analise dos pulsos de presséao,
batimento-a-batimento, com frequéncia de amostragem de 2000 Hz por
canal, para estudo dos valores de PA sistélica, PA diastdlica, PA média e

FC. Os valores de FC foram derivados do sinal pulsatil da PA.

3.5.3 Avaliacédo da Sensibilidade dos Barorreceptores

Apés o registro da PA, os animais permaneceram em condi¢cdes de
repouso por 15 minutos, para depois testar a sensibilidade dos
barorreceptores através da infusdo de fenilefrina e nitroprussiato de sodio
(Figura 7). A fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA),
um potente estimulador a1, cuja agao predominante € a vasoconstricao das
arteriolas periféricas, foi injetada em doses crescentes na canula da veia

femural. Tal farmaco foi utilizado para causar aumento da PA, efeito que
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provoca  bradicardia  reflexa  subsequente, comandada  pelos
barorreceptores. Um efeito contrario, ou seja, reducado da PA com resposta
taquicardica, também comandada pelos barorreceptores, foi provocada pela
injecdo de doses crescentes de nitroprussiato de sodio (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, EUA), um potente vasodilatador tanto de
arteriolas como de veias, cuja acdo se da por meio da ativacdo da guanilato
ciclase e aumento da sintese de 3’, 5’-guanosina monofosfato (GMP ciclico)
na musculatura lisa dos vasos e outros tecidos.

Para a avaliacdo da sensibilidade dos barorreceptores, o pico maximo
ou minimo da PA meédia foi reduzido dos valores de PA média do periodo
controle. Da mesma forma, a variagcdo maxima da FC foi reduzida dos
valores de FC do periodo controle, imediatamente antes da infusdo das
drogas, para posterior quantificacdo das respostas. A sensibilidade
baroreflexa foi avaliada pelo indice calculado através divisdo da variacédo da
FC pela variacdo da PA média (ITR = indice de taquicardia reflexa e IBR=

indice de bradicardia reflexa).

PAeFC
basais

PAe FC Nitroprussiato
basais de sodio
i WAAACAAAAARRAARAARRA \MJ‘
|‘ J {|“ ‘nl"w‘ J "_ ||\ \‘I\] 1 M;,‘,”II.. " il
AL T I

lpatrc

Figura 8. Registro demonstrativo da pressao arterial e frequéncia cardiaca

antes e ap0s a administracédo de drogas vasoativas.
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3.5.4. Avaliacéo da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca e da Pressé&o

Arterial

A avaliagdo do SNA foi realizada a partir da analise das variabilidades
da FC e da PA nos dominios do tempo e da frequéncia, pela analise
espectral dos registros basais utilizando o método da transformada rapida
de Fourier (FFT). Foram calculadas as variancias totais do intervalo de
pulso (Pl) e da PA sistdlica. Também foi calculado, como indicador da
modulacdo vagal no dominio do tempo, a raiz quadrada da soma dos
guadrados das diferencas sucessivas entre intervalos R-R adjacentes
(RMSSD). A poténcia foi obtida usando-se o método do periodograma de
Welch em séries de 16384 pontos das séries temporais decimadas de
intervalo de pulso e PA, com uma janela Hanning de 512 pontos e com 50%
de sobreposicdo (MATLAB 6.0, Mathworks, Inc). As poténcias para as
frequéncias de bandas muito baixa (VLF, 0,0-0,20 Hz; modulacdo humoral),
baixa (LF, 0,20-0,75 Hz; modulacdo simpatica) e alta (HF, 0,75-3,0 Hz;
modulacdo parassimpatica) foram calculadas pela integracdo da poténcia
nas bandas de interesse. Para a normalizacdo, as poténcias das bandas de
LF e HF foram divididas pela variancia total e subtraida da poténcia da
banda VLF (Pagani et al., 1986). O acoplamento entre o Pl e PA sistdlica foi
estimado pela funcdo de coeréncia. Um valor de coeréncia (K) maior que

0,5 foi considerado significativo.
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3.5.5 Canulacao e Registro da Pressé&o Ventricular Esquerda e Direita

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg,
I.p.) e um cateter de polietileno P50 foi utilizado para a canulagéo do VE, via
artéria cardtida direita. O cateter foi inserido até o ventriculo e sua posicéo
determinada pela observacdo da caracteristica da onda de pressdo
ventricular.

Antes da colocacédo do cateter P50 no ventriculo, a PA da caroétida foi
registrada durante 5 minutos através da coneccdo da canula arterial a um
transdutor de pressao (P23 Db, Gould-Statham, Oxnard, CA, EUA) que por
sua vez, estava conectado a um pré-amplificador (Hewlet-Packard 8805C,
Puerto Rico, EUA). Sinais de pressdo VE foram gravados durante um
periodo de 5 minutos em um microcomputador equipado com um sistema
de aquisicdo de dados (CODAS, DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA),
permitindo a andlise dos pulsos de presséo, batimento-a-batimento, com
uma frequéncia de amostragem de 2000 Hz por canal, para estudo dos
valores de presséo diastdlica final (PDF). O mesmo foi feito em relacdo ao
VD pela veia jugular.

A PDF foi determinada pela deteccdo manual do ponto de inflexdo no

tracado da onda de pressao diastolica do VE e do VD.

3.5Eutanésia

Apés o término do protocolo experimental, os animais foram

decapitados e os tecidos coletados foram pesados e congelados a -80°C
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para andlises posteriores. Os cadaveres foram colocados em sacos
especificos para lixo biolégico e mantidos em refrigerador para

posteriormente serem incinerados pela empresa responséavel.

3.6 Analise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como meédia + desvio
padrao (DP).

O Teste de analise de variancia (ANOVA) de dois caminhos foi
utilizado para a comparacao entre os quatro grupos estudados, seguido do
teste complementar de Student Newumann Keuls e Kruskal-Wallis,
devidamente aplicados para a analise dos dados.

Para se estudar de forma univariada as correlacdes lineares
entre as variaveis, foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Pearson
(distribuicdo paramétrica) e Spearman (distribuicdo ndo-paramétrica).

O nivel de significancia utilizado para os testes foi de 5%.

Todos os calculos foram realizados por meio do sistema SPSS

versao 17 (SPSS, Chicago, IL).
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Resultados
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos da desnervacédo sino-adrtica crénica em ratos Wistar e em

ratos espontaneamente hipertensos

4.1.1. Peso corporal

Ap6s as 10 semanas de acompanhamento dos grupos,
observamos aumento de peso corporal em todos 0s animais.

Este aumento, entretanto, foi maior nos animais controle do que
nos animais hipertensos. A DSA néao interferiu nesse ganho de peso

(Tabela 1).

Tabela 1- Peso corporal inicial e final dos grupos normotensos e hipertensos

GW GWDSA GSHR GSHRDSA
Inicial (g)  190+11 196+13 208+12*° 205+14*°
Final (g)  351+13" 401+44" 304+21%® 283+13"¢

As variaveis estao expressas como média + DP.

GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR= grupo hipertenso;
GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado.

#p<0,05 vs. inicial, *p<0,05 vs. GW, *p<0,05 vs. GWDSA.
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4.1.2. Capacidade Funcional

Observando as velocidades maximas atingidas no TE maximo no
final das 10 semanas, vimos que o GSHR atingiu maior velocidade maxima
gue os outros grupos (Figura 8). A DSA induziu redugcdo da capacidade
fisica, evidenciada por menor velocidade maxima obtida no TE. Os grupos
GWDSA e GSHRDSA tiveram reducéo significativa na velocidade maxima

guando comparados ao GSHR (Figura 8).
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Figura 9. Velocidade maxima obtida no teste de esforco maximo.

GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR= grupo
hipertenso; GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado.
*p<0,05 vs. GW e “p<0,05 vs. GSHR.
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4.2 Analises Ecocardiogréficas

4.2.1. Ecocardiograma transesofagico

4.2.1.1 Anédlises dos volumes e fracdo de ejecdo do ventriculo direito

pelo ecocardiograma transesofagico

O volume méaximo do VD aumentou no GSHR em relagdo aos
GW e GDSA, enquanto o volume minimo aumentou no GSHR e GSHRDSA
em relacdo ao GW (Tabela 2). A fracdo de ejecdo estava reduzida no

GSHRDSA em relagdo ao GW (Tabela 2; Figura 9).

Tabela 2 — Anélise do volume e frac&o de ejecdo do ventriculo direito

Variaveis GW GDSA GSHR GSHRDSA

Volume méaximo VD/ Peso 1,50+0,14 1,51+0,18 1,76+0,22*"  1,62+0,15
(ml/kg)

Volume minimo VD/ 0,75+0,32 0,85+0,16 1,04+0,15* 1,07+0,12*
Peso (ml/Kg)

FE VD (%) 51+0,2 44+0,07 41+0,05 33+0,06*

As variaveis estao expressas como média £ DP

GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR= grupo hipertenso;
GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado; FE VD = fracdo de ejecdo do ventriculo direito.
*p<0,05 vs. GW, #p<0,05 vs. GWDSA.
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Figura 10: Fracdo de ejecao do ventriculo direito no quatro grupos de
animais. GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR=
grupo hipertenso; GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado; FE VD =
fracéo de ejecéo do ventriculo direito. *p<0,05 vs. GW.

4.2.1.2. Analise da funcéao diastélica biventricular

Na funcao diastdlica do VE foi observado que o GSHR apresentou
aumento da relacédo E/A, do TRIV e da FEAE em relacdo ao GDSA. Além
disso, o GSHR apresentou aumento do TRIV em relacdo ao GW. No
GSHRDSA houve aumento do TRIV em relacdo ao GW e reducdo em
relacdo ao GSHR (Tabela 4).

Na funcdo diastélica do VD foi observado aumento da FEAD no

GDSA e GSHR em relacédo ao GW (Tabela 3).
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Tabela 3 — Analise da fungéo diastdlica biventricular pelo ecocardiograma

transesofagico

Variaveis GW GDSA GSHR GSHRDSA

Funcao diastolica VE

E/A 1,99+0,50 1,38+0,44 2,29+0,88" 1,81+0,31

TD (ms) 40+4 47+8 43+7 47+8

TRIV (ms) 25+1 3745+ 31+6**

FEAE 0,25+0,04 0,37+0,10* 0,25+0,05" 0,31+0,04
Funcao diastolica VD

E/A 1,67+0,35 1,00£0,42 1,06%0,68 1,44+0,76

TD (ms) 47+11 57x17 59+12 63121

FEAD 0,27+0,05 0,48+0,10* 0,44+0,11* 0,39+0,14

As variaveis estao expressas como média + DP

GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR= grupo hipertenso;
GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado; E/A = relacdo entre pico de velocidades das
ondas E e A obtidas no fluxo de entrada do ventriculo avaliado; TD = tempo de
desaceleracdo da onda E; TRIV = tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo
esquerdo; FEAE = fracdo de enchimento atrial esquerdo; FEAD = fracdo de enchimento
atrial direito

*p<0,05 vs. GW, *p<0,05 vs. GWDSA e *p<0,05 vs. GSHR.

4.2.1.3. Analise da funcéao sistolica e diastdlica segmentar biventricular

S’: No septo interventricular o GSHRDSA apresentou redugdo em
relacdo ao GDSA e ao GSHR. Na regido lateral do anel mitral, 0 mesmo
grupo apresentou redugao em relagdo ao GW. Enquanto, o S’ da regiao
lateral do anel tricispide do GSHRDSA estava reduzido em relacdo ao GW
e GDSA (Tabela 4, Figura 10).

E’: Houve diferenga apenas no septo interventricular, com reducéo no

GSHRDSA em relagdo ao GSHR (Tabela 4).
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A’: O GDSA apresentou aumento em relagdo ao GW, enquanto o

GSHR e GSHRDSA mostraram redugéo em relagéo ao GDSA (Tabela 4).

Tabela 4 — Avaliagdo da funcéo sistdlica e diastolica segmentar pelo

Doppler Tecidual
Variaveis GW GDSA GSHR GSHRDSA

Anel Mitral - Septo interventricular

S’ (m/s) 0,048+0,015 0,064+0,019 0,054+0,013 0,038+0,008"

E’ (m/s) 0,039+0,010 0,045+0,013 0,049+0,008 0,038+0,007°

A’ (m/s) 0,026+0,005 0,043+0,015*  0,029+0,007  0,025+0,008"

E/A 1,50%0,44 1,129+0,34 1,726+0,37 1,679+0,77

Anel Mitral - Parede Lateral

S’ (m/s) 0,055+0,015 0,046+0,011 0,041+0,011 0,036+0,014*

E’ (m/s) 0,03510,01 0,039+0,015 0,034+0,011 0,035+0,009

A’ (m/s) 0,028+0,008 0,036+0,021 0,028+0,008 0,026+0,011

E/A 1,23+0,20 1,24+0,52 1,35+0,68 1,49+0,58
Anel Tricuspide — Parede Lateral

S’ (m/s) 0,060+0,018 0,058+0,014 0,047+0,011 0,035+0,009*"

E’ (m/s) 0,042+0,010 0,044+0,012 0,038+0,006 0,036+0,008

A’ (m/s) 0,033+0,008 0,044+0,012 0,037+0,013 0,026+0,007"

E'/A 1,28+0,26 1,08+0,45 1,15+0,48 1,48+0,56

As variaveis estao expressas como média £ DP

GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR= grupo hipertenso;
GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado; S’ = pico de velocidade da onda sistdlica obtida
pelo Doppler tecidual; E' = pico de velocidade da onda diastdlica precoce obtida pelo
Doppler tecidual; A’ = pico de velocidade da onda diastdlica tardia obtida pelo Doppler
tecidual; E'/A’ = relacdo entre pico de velocidades das ondas E’ e A’

*p<0,05 vs. GW, “p<0,05 vs. GWDSA e *p<0,05 vs. GSHR.
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Figura 11: Pico de velocidade da onda S’ da regido lateral do anel
tricispide obtida pelo Doppler tecidual. GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo
Wistar desnervado; GSHR= grupo hipertenso; GSHRDSA= grupo
hipertenso desnervado; S’ = Pico de velocidade da onda S’ da regido lateral
do anel tricuspide obtida pelo Doppler tecidual..
*p<0,05 vs. GW e "p<0,05 vs. GWDSA.

4.2.1.4. Analise da funcéo global ventricular

Doppler pulsado: O GSHR apresentou aumento do IDM em relacao
ao GDSA.
Doppler tecidual: Na regido lateral do anel mitral, 0 GSHRDSA

apresentou aumento em relacdo ao GSHR (Tabela 5).
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Tabela 5 — Fungédo Cardiaca Global: indice de desempenho miocardica

Variaveis GW GDSA GSHR GSHRDSA

Doppler Pulsado
IDM VE 0,47+0,18 0,39+0,14 0,60+0,15" 0,54+0,16
IDM VD 0,35+0,08 0,34+0,15 0,35+0,17 0,47+0,12

Doppler Tecidual

IDM septal 1,08+0,48 0,98+0,38 0,78+0,19 0,96+0,51
IDM lateral VE 1,39+0,23 1,02+0,36 0,85+0,32 1,30+0,56°
IDM lateral VD 1,17+0,33 0,94+0,25 0,85+0,24 1,05+0,28

As variaveis estdo expressas como média + DP
GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR= grupo hipertenso;
GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado; IDM = Indice de desempenho miocardica.

*p<0,05 vs. GWDSA, *p<0,05 vs. GSHR.

4.2.1.5. Analise do fluxo da via de saida do ventriculo direito pelo

ecocardiograma transesofagico

Em todos os grupos houve reducdo do TAc em relacdo ao GW,
sendo que o GSHRDSA apresentou reducdo em relacdo ao GDSA. O
TAC/TT estava reduzido no GSHR e GSHRDSA em relacdo ao GW. Da
mesma forma, o GSHRDSA estava diminuido em relacdo ao GDSA (Tabela

6, Figura 11).
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Tabela 6 — Avaliacdo do fluxo de via de saida do ventriculo direito

Variaveis GW GDSA GSHR GSHRDSA
TAc (ms) 40+2,16 33+1,35* 32+1,03* 28+1,48*"
TAC/TT 47+0,04 40+0,02 0,35+0,03* 0,32+0,02*"

As variaveis estdo expressas como média + DP

GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR= grupo hipertenso;
GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado; TAc = Tempo de aceleracdo da artéria
pulmonar; TT = via de saida do VD, tempo em que a valva fica aberta.

*p<0,05 vs. GWDSA, *p<0,05 vs. GSHR.
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Figura 12: Tempo de aceleracdo da artéria pulmonar nos quatro grupos de

(ms)

TA

animais. GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR=
grupo hipertenso; GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado; FE VD =
fracdo de ejecdo do ventriculo direito.

*p<0,05 vs. GW e "p<0,05 vs. GWDSA.

4.2.2. Ecocardiograma transtoracico

4.2.2.1. Andlise da morfologia e funcédo cardiaca do ventriculo e atrio

esquerdos

O Septo/peso, a MVE/peso e a ERP estavam com a espessura
diastdlica aumentada nos GSHR e GSHRSAD comparados ao GW e ao

GDSA (Tabela 7, Figura 12), sugerindo padrédo de remodelamento do tipo



hipertrofia concéntrica.
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O AE/peso estava aumentado no GSHRSAD comparado ao GDSA

(Tabela 7).

Tabela 7 — Morfologia e funcéo cardiaca do ventriculo e atrio esquerdos

Variaveis GW GDSA GSHR GSHRDSA
Ventriculo esquerdo
DDVE/Peso (mm/Kg) 1,84+0,30 1,71+0,17 1,71+0,19 1,79+0,44
DSVE/Peso (mm/Kg) 0,80+0,39  0,85+0,14  0,73+0,22 0,74+0,42
Septo/Peso (mm/Kg) 0,41+0,03  0,39+0,03 0,65+0,10**  0,61+0,08*"
PP/Peso (mm/Kg) 0,43+0,03  0,42+0,04 0,65%0,10 0,60+0,22
FS (%) 58+14 5046,7 58+11 59+15
DC (ml/min/Kg) 1,43+0,55 0,81+0,48  1,63+1,15 1,01+0,40
MVE/Peso (g/Kg) 3,06£0,29  2,95+0,29  3,71+0,48*"  3,54+0,43*
ERP 0,48+0,09  0,49+0,03 0,77+0,14*  0,76x0,27*
Atrio esquerdo
Ao (mm) 0,35+0,05 0,37+0,03 0,34+0,04 0,33+0,04
AE (mm) 0,37+0,07  0,40+0,03 0,35+0,04 0,35%0,02
AE/Peso (mm/Kg) 1,06+0,20 1,03+0,15 1,16+0,15 1,23+0,107
Ao/AE 0,96+0,13 0,93+0,06  0,96+0,09 0,94+0,11

As variaveis estao expressas como média £ DP
GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR= grupo hipertenso;
GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado; DDVE = didmetro diastélico do ventriculo
esquerdo; DSVE = didmetro sistdlico do ventriculo esquerdo; Septo = espessura diastolica
do septo intervantricular; PP = espessura diastélica da parede posterior do ventriculo
esquerdo; FS = fracdo de encurtamento; DC = débito cardiaco; MVE = massa do ventriculo
esquerdo; ERP = espessura relativa da parede; Ao = didmetro da aorta; AE = didmetro do

atrio esquerdo.

*p<0,05 vs. GW, “p<0,05 vs. GDSA.
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Figura 13: Massa ventricular esquerda/peso e espessura relativa de parede
nos quatro grupos: GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado;
GSHR= grupo hipertenso; GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado; MVE
= massa ventricular esquerda; ERP = espessura relativa de parede.

*p<0,05 vs. GW, “p<0,05 vs. GDSA.

4.2.2.2. Analise do fluxo da via de saida do ventriculo direito pelo

ecocardiograma transtoracico

Em todos os grupos houve reducdo do TAc e TAC/TT em relacédo ao
GW, sendo que o GSHRDSA também apresentou diminuicdo em relacéo ao

GDSA e ao GSHR. (Tabela 8).

Tabela 8 — Avaliacéo do fluxo de via de saida do ventriculo direito

| 51

Variaveis GW GDSA GSHR GSHRDSA
TAC 41+3 32+3* 32+3* 26£4%7%
TA/VSVD 0,37+0,03  0,30+0,04* 0,29+0,05* 0,25+0,04*"

As variaveis estdo expressas como média = DP

GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR= grupo hipertenso;
GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado; TAc = Tempo de aceleracdo da artéria
pulmonar; TT = V|a de saida do VD, tempo em que a valva fica aberta.

*p<0,05 vs. GW, p<0 05 vs. GWDSA, p<0 05 vs. GSHR.

4.3. Presséo Arterial e Frequéncia Cardiaca
A PA e a FC nado apresentaram alteracdes entre os grupos DSA

(DSA: 97+5 mmHg; SHR-SAD 163+8 mmHg) e ndo-DSA (W: 98+6 mmHg;
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SHR 164+5 mmHg) (p<0.05), embora os grupos SHR apresentassem niveis

mais elevados de PA.

4.4. Sensibilidade Barorreflexa e Modulagdo  Autondmica

Cardiovascular

Conforme esperado, os animais SHR apresentaram sensibilidade
barorreflexa diminuida em relacéo ao GW.

O GSHR apresentou variancia aumentada da PAS e variancia do
Pl diminuida, quando comparados ao GW.

Mais uma vez, a HAS mostrou que o sistema nervoso autbnomo
estava comprometido, uma vez que os animais do GSHR apresentaram
maiores valores do componente LF do Pl e da PAS quando comparados ao
GW.

A DSA também comprometeu o mecanismo barorreflexo, tanto
no GSHR quanto no GDSA (GSHRDSA e GDSA), pois 0s mesmos tiveram
diminuicdo importante na sensibilidade barorreflexa. Essa reducdo nao foi
diferente entre 0 GW e o GSHR. (Figura 13)

Os ratos com a DSA também tiveram prejuizo nas variancias da
PAS e do PI. A DSA, por sua vez, acentuou tal disfuncdo autonémica em
hipertensos, pois 0 grupo GSHRDSA apresentou aumento do componente
LF do Pl e da PAS e diminuicdo do componente HF do Pl quando
comparados ao GSHR. Adicionalmente, a DSA induziu a reducédo do

componente HF do Pl e o aumento do componente LF da PAS no GW. Vale
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observar que a modulagdo autonémica do GW apés a DSA (GDSA) foi

semelhante a do GSHR (Tabela 9).

Tabela 9 — Presséao arterial, frequiéncia cardiaca, sensibilidade barorreflexa

e modulagdo autondmica cardiovascular dos grupos normotensos e

hipertensos

Variaveis Grupos

GW GSAD GSHR GSHRSAD
Pl (ms) 18045 183+4 173+3 167+4
SD PI(ms) 9+0.6 7+0.4* 8+0.8 7+0.9*
PAS (mmHg) 126+4 119+3 190+4** 193+9**
SD PAS(mmHg) 4+3 7+0.8* 7+0.6* 11+1*
VARRR (ms?) 91+11 52+7 7013 6012
LF (ms?) 2.0+0.9 3+0.9 1243+ 9+0.8*"
HF (ms?) 10+1 9+0.7 30+6** 25+6*"
LF% 17+1 2316 27+4* 28+2*
HF% 82+1 7616 72x4* 72+2%
LF/HF 0.22+0.02  0.35x0.1 0.41+0.08  0.34%0.05
VAR PAS (mmHg?) 1642 5011 60+10 137+28**
LF (mmHg?) 3+0.6 6+2 14+2%" 20+5*"
IBR (bpm/mmHg) 2+0.09 0.7+0.04** 1+0.06* 0.6+0.03**
ITR (bpm/mmHg) 3.840.2 0.49+0.08*°  1.29+0.15*  0.54+0.06**®
FC (bpm) 33410 32748 34746 35849

As variaveis estdo expressas como média + DP.

GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnhervado; GSHR= grupo hipertenso;
GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado. Pl = intervalo de pulso; SD Pl= desvio padrao
do intervalo de pulso; PAS = pressao arterial sistélica; SD PAS= desvio padréo da pressao
arterial sistélica; VARRR = variancia do intervalo de pulso; LF (ms®)= componente de baixo
freqiiéncia do intervalo de pulso; HF (ms®) = componente de alta freqiiéncia do intervalo de
pulo; LF (%)= componente de baixo freqiiéncia do intervalo de pulso normalizado; HF (%)=
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componente de alta freqiiéncia do intervalo de pulo normalizado; VARPAS = variabilidade
da presséo arterial sistélica; LF (mmng) = componente de baixo freqiiéncia da pressao
arterial sistolica;IBR = indice de bradicardia reflexa; ITR = indice de taquicardia reflexa; FC
= frequiéncia cardiaca.

*p<0,05 vs. GW, # p<0,05vs. GDSA e $ p<0,05 vs. GSHR.
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Figura 14. - Sensibilidade barorreflexa: respostas bradicardica e

taquicardica a infusdo de drogas vaso ativas nos grupos. GW= grupo
Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR= grupo hipertenso;
GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado; IBR = indice de bradicardia
reflexa; ITR = indice de taquicardia reflexa.

*p<0,05 vs. GW, * p<0,05 vs. GDSA e * p<0,05 vs. GSHR.

4.5 Medidas Invasivas de Pressao Diastélica Ventricular Esquerda e

Direita

Os animais dos trés grupos apresentaram elevacao das PDF VD
e PDF VE em relacdo ao GW. Da mesma forma os grupos GSHRDSA
apresentaram elevacdo das PDF VD e PDF VE em relacdo ao GDSA.

Apenas na PDF VD, o GSHR estava menor que o GDSA (Tabela 10; Figura

14).
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Tabela 10 — Pressodes diastolicas finais biventriculares

VARIAVEL  GW GWDSA GSHR GSHRDSA
PDF VD(mmHg) 1 £0.39  4,7+052*  6.61+1.16* 7.8£0.877
PDF VE(mmHg) 3+0,19  8.98+1.2%  12.51+4.73* 1457 + 2.52**

800
T a0 |
£ 7.00 |
£ soo |

5,00 |
T 400 |
[ 300 |
200 |
0 1.00 |

0.00

As variaveis estdo expressas como média + DP.

GW= grupo Wistar; GWDSA= grupo Wistar desnervado; GSHR= grupo hipertenso;
GSHRDSA= grupo hipertenso desnervado; PDF VE = pressao diastolica final do ventriculo
esquerdo; PDF VD = presséo diastolica final do ventriculo direito

*p<0,05 vs. GW, “p<0,05 vs. GWDSA.

Gy GW3AD  GESHR  GSHRDSA GW  GWSAD  GSHR  GEHRDSA
Figura 15: Pressfes diastolicas finais biventriculares nos quatro grupos de

animais.
PDF VD = pressao diastdlica final do ventriculo direito, PDF VE = presséo

diastdlica final do ventriculo direito; GW= grupo Wistar;, GWDSA= grupo
Wistar desnervado; GSHR= grupo hipertenso; GSHRDSA= grupo

hipertenso desnervado.
*p<0,05 vs. GW, “p<0,05 vs. GWDSA.

4.6. RelacBes entre Variaveis

4.6.1. Volume ventricular e pressao diastolica ventricular
Houve correlacdo positiva entre o volume diastélico ventricular
direito e pressao diastdlica final ventricular direita (r= 0,45; p= 0,01) (Figura

15).
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Figura 16: Correlacdo entre o volume diastolico ventricular direito e pressao

diastodlica final ventricular direita.

4.6.2. Tempo de aceleragéo do fluxo da via de saida do ventriculo

direito e presséo diastolica ventricular direita

Houve correlacdo negativa entre o tempo de aceleracao do fluxo
da via de saida do ventriculo direito e pressao diastolica final ventricular

direita (r= 0,75; p = 0,005) (Figura 16).

POPFYD | mmHal

Tac(ms)

Figural7: Correlacdo entre o tempo de aceleracao do fluxo da via de saida
do ventriculo direito e pressao diastolica final ventricular direita.
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4.6.3. Massa ventricular esquerda e o volume diastoélico

ventricular direito

Houve correlacdo positiva entre a massa ventricular esquerda e o

volume diastdlico ventricular direito (r= 0,5; p= 0,0016) (Figura 17).

R=05 p=016

MYES Pezo (gig)
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Figura 18: Correlacdo entre a massa ventricular esquerda e o volume

diastélico ventricular direito.

4.6.4. Tempo de aceleracao do fluxo da via de saida do ventriculo

direito

Houve correlacdo positiva entre o tempo de aceleracao do fluxo
da via de saida do ventriculo direito obtido pelo ecocardiograma

transtoracico com o transesofagico (r = 0,53; p= 0,001) (Figura 18).
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Figura 19: Correlacéo entre o tempo de aceleragéo do fluxo da via de saida
do ventriculo direito obtido pelo ecocardiograma transtoracico com o

transesofagico.
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5.  DISCUSSAO

De fato, no presente estudo, verificamos que apdés 10 semanas de
DSA o prejuizo da sensibilidade barorreflexa modificou significativamente as
variaveis cardiacas, funcionais e autondémicas em ratos W, bem como
acentuou 0s prejuizos ja presentes na hipertensao.

Como esperado, o ganho de massa corporal ao longo do periodo nao
foi influenciado pela DSA. No entanto, os animais SHR ganharam menos
peso, 0 que é caracteristico desta linhagem (Bell et al., 2004).

A DSA no rato descrita por Krieger (1964), tem sido utilizada como
modelo para avaliar o papel do barorreflexo em diferentes situacdes
fisiologicas e patoldgicas (Alexander et al., 1990; Irigoyen e Krieger, 1998;
Miao et al.,, 2006; Ceroni et al., 2009). Em sua primeira descricdo foi
apresentada como um modelo de hipertensdo neurogénica, mas atualmente
tem sido utilizada como um modelo de variabilidade da PA, uma vez que a
hipertensédo seguida de taquicardia, vistas agudamente (24h), retornavam a
niveis de normalidade na fase crénica (Norman et al., 1981; Vasquez e
Krieger, 1982; Franchini e Krieger, 1992). Da mesma forma, a hiperatividade
simpatica para o territorio renal, detectada na fase aguda, também se
restabelece e volta ao normal na fase crbnica. Entretanto, o aumento da
variabilidade da PA na DSA cronica se mantém (Irigoyen et al., 1995). Este
achado tem confirmado o uso da DSA como modelo de variabilidade da PA
e da disfuncao barorreflexa.

Em acordo com estes conceitos, nesse trabalho os grupos

desnervados néo apresentaram quaisquer mudancas na PA e FC basais e
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mantiveram a variabilidade da PA aumentada. Adicionalmente, nos animais
W, apesar do aumento numeérico, ndo houve diferenca significativa na
modulacao simpatica avaliada pelo componente de baixa frequéncia (LF) da
FC nos DAS e nos intactos. Por outro lado, os SHR mostraram um aumento
deste componente que se manteve aumentado apds a DSA, em comparagéo
ao grupo controle. Em ambos os grupos DSA, houve reducdo da
variabilidade do intervalo de pulso avaliada pelo desvio padrdo da média, e
aumento da variabilidade da PAS expressa pelo mesmo indice. A
variabilidade da PAS expressa pela variancia total, também foi maior nos
grupos DSA, e adicionalmente aumentada no grupo SHRDSA. A
sensibilidade do barorreflexo estava menor nos SHR, e adicionalmente
reduzida nos grupos DSA, hipertensos ou ndo. Estes achados evidenciam o
grau de disfuncdo autonbmica observado nesses animais, 0 que
provavelmente contribuiu para o desempenho inferior dos ratos SHRDSA
guando comparados ao SHR no TE maximo. Além disso, a dificuldade de
atuacao do SNA para promover o0s ajustes durante o esforco (Collins, 2001;
Chandler e Di Carlo, 1997; Moraes-Silva et al., 2010; Chandler e Di Carlo,
1997), também devem ter contribuido para uma menor eficiéncia do sistema
cardiovascular. Vale ressaltar que o controle periférico da atividade
simpatica pode ter sido afetado ndo s6 pela desaferentacdo dos
barorreceptores, mas também pela desaferentacdo concomitante dos
guimiorreceptores presentes na regido adrtica e carotidea, caracteristico da

DSA (Van Vliet, 1999).
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Essas evidéncias da disfuncdo autondmica (aumento do simpético,
diminuicdo da sensibilidade do barorreflexo e variabilidade da PA
constantemente aumentada) também podem explicar as alteracbes
estruturais encontradas nos animais SHR e nos grupos submetidos a DSA.
O aumento da variabilidade da PA pela interrupcdo das aferéncias
carotideas e aodrticas, liberando o simpatico de sua inibicdo ténica, tem sido
associado com lesBes de oOrgdos-alvo, mais do que a propria PA
constantemente elevada (Miao et al., 2006).

No presente estudo, os SHR com ou sem DSA apresentaram
aumento da MVE, da espessura relatva da parede e do septo
interventricular corrigido pelo peso, indicando claramente o processo de
hipertrofia  cardiaca concéntrica nesses grupos, provavelmente
acompanhado de grande aumento da fibrose miocardica (Carabello, 2002).
Em adicdo, a reducdo da onda S’ do septo interventricular e da regido lateral
do anel mitral no grupo SHRDSA em relacdo aos SHR né&o desnervados e
ao controle desnervado indicam disfuncdo sistolica segmentar do VE,
mesmo em presenca da funcdo sistolica preservada nesses animais.
Saliente-se que esse € 0 primeiro trabalho a descrever a funcao sistélica e
diastolica segmentar obtidas pelo Doppler tecidual nesse modelo.

Quanto a funcéo diastdlica do VE, ndo se observou diferenca entre
0S grupos, com excec¢ao do TRIV, que foi maior nos SHR com ou sem DAS
em relacdo ao W, indicando disfuncdo diastolica nos hipertensos. Houve
reducdo no grupo SHRDSA em relacdo aos SHR, o que poderia indicar

disfuncdo diastodlica mais avancada nesse grupo, visto que o tamanho do
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atrio esquerdo também € maior em SHRDSA em relagdo aos ndo DSA.
Estudo prévio de nosso grupo mostrou, de fato, prejuizo da fungéo diastdlica
em animais normotensos DSA, independente da variacdo dos niveis
pressoricos (Mostarda et al., 2010).

A analise da funcéo cardiaca global pelo IDM do VE, avaliado pelo
Doppler pulsatil, foi maior no SHR em relagdo ao W, como esperado.
Entretanto, esse mesmo indice avaliado pelo Doppler tecidual do VE, foi
maior no SHRDSA quando comparado ao SHR, sugerindo que a disfuncao
barorreflexa pudesse induzir um prejuizo adicional nesse indice. A
importancia desse achado reside no fato desse indice ter valor prognostico
em varias cardiopatias, incluindo pacientes com hipertensdo arterial
pulmonar (Tei et al., 1996), abrindo a possibilidade de ser usado futuramente
como tal, frente a disfuncéo barorreflexa e sua repercussao funcional sobre
o coracao (Moller et al., 2001). Outra vantagem € o fato de ser um indice
reprodutivel e ndo ser baseado em modelos geométricos da funcao
ventricular. Vale lembrar que o Doppler tecidual pode ter produzido um
resultado mais consistente, visto que a avaliacdo da funcado sistolica e
diastolica foi realizada no mesmo ciclo cardiaco.

Diferentemente do encontrado previamente em nosso laboratério
(Moraes-Silva, et al., 2010), ndo se observou variacfes da morfologia do VE
no WDSA no presente trabalho. Tal diferenca pode ser atribuida ao processo
de desnervacdo, que nao necessariamente € homogéneo em todos os
animais, visto haver fibras aferentes com trajetos diferenciados em direcéo

ao sistema nervoso central, correndo dentro do nervo vago, por exemplo.
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A hipertrofia ventricular esquerda é uma adaptacdo reconhecida do
miocardio para reduzir o estresse pressorico sobre as paredes da camara
ventricular (Bing et al., 1995). A alteracdo na massa e na geometria da
camara permite que o ventriculo se adapte ao aumento de trabalho cardiaco
mantendo a sua fracdo de ejecdo. Se o estimulo for persistente, surgirdo
alteracfes na funcdo miocardica que levam a insuficiéncia cardiaca (Cicogna
et al., 1997). O remodelamento cardiaco, assim como o vascular, € uma
alteracao presente na hipertensdo que pode estar relacionada a diferentes
mecanismos fisiopatogénicos que se sobrepdem com o avanco da doenca.
Um deles é o aumento de angiotensina Il (Laragh e Mancia, 1992). A
hipertrofia ventricular esquerda observada em animais SHR, evidenciada
pela relacéo peso ventricular esquerdo/peso corporal estd aumentada em 20
semanas e associada com o aumento da expressdo do gene da ECA
(Schunkert et al.,, 1990), sugerindo a participacdo do sistema renina-
angiotensina no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. A compensacéao
das sobrecargas hemodinamicas pela hipertrofia pode ser vista como uma
alca de retro-alimentacéo iniciada pelo aumento da tensdo na parede das
camaras cardiacas, provocando aumento da sintese protéica, que, por sua
vez, reduz a tensdo provocada pela sobrecarga. As sobrecargas de pressao
produzem sinais mecanicos que provocam a replicacdo dos sarcémeros em
paralelo, o que leva a um aumento da espessura e a consequente reducao
na tensdo da parede da camara. Da mesma forma, a persisténcia do
estimulo mecéanico causada por resposta funcional ou fenotipica

inapropriada dos cardiomiocitos leva a dilatacdo progressiva do VE e
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alteracbes na estrutura do miocéardio, onde coexistem a hipertrofia e a
degeneracao dos cardiomidcitos (Braunwald e Bristow, 2000).

Considerando ainda a alta variabilidade da PA na hipertensédo e na
DSA, e quando essas condicfes estdao associadas, a hipertrofia do VD
também tem sido relatada (Van Vliet, 1999), embora nem sempre
encontrada (Miao et al., 2003). Os autores inclusive relatam que o aumento
do VD encontrado por Van Vliet pode ser devido ao tipo de medida, pois 0
aumento do peso do VD esta correlacionado a reducao do peso corporal.
Associado a isso, Miao e cols, em 2003 fazem referéncia a dados néo
publicados de seu laboratorio, no qual encontraram aumento de 22% no VD
e reducao de 6% no peso corporal dos ratos normotensos apos a DSA.

A avaliacao dos resultados morfologicos e da funcao do VD, pelo uso
do eco transesofagico, demonstraram que tanto o volume maximo
(diastole), como o volume minimo (sistole) do VD estdo maiores nos
hipertensos, desnervados ou nao, sugerindo que a HAS associada ou nao a
disfuncéo do VE, pode estar relacionada a essas alterac6es morfologicas do
VD. Nesse sentido vale ressaltar que embora a recomendacdo da
sociedade americana de ecocardiografia (Rudski et al., 2010) seja de que
se use as areas nas avaliacbes morfologicas de VD, e ndo o volume,
conforme mostrado nesse trabalho, que pode também ser um indicador
dessas alteracGes, uma vez que foi obtido pelo eco bidimensional. Além
disso, houve uma correlacdo positiva entre a MVE e o volume maximo do

VD, dando suporte a hipotese anterior. Adicionalmente, a fracdo de ejecao
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do VD estava reduzida nos SHRDSA, indicando um prejuizo da funcéo
maior nesse grupo.

A PDF do VD foi maior nos grupos experimentais em relacdo ao
grupo controle intacto, indicando que tanto a desnervagdo como a
hipertensdo associada ou ndo a DSA, promoveram disfuncdo diastélica do
VD. Além disso, foi obtida uma boa correlacdo entre a PDF do VD e o
volume maximo do VD, indicando disfuncao do VD por ambas abordagens:
invasiva e nao invasiva.

E possivel que a diminuicio do tempo de aceleragéo do fluxo da via
de saida do VD nos grupos DSA, SHR e SHRDSA, tenha levado a
hipertensdo pulmonar, e consequentemente a hipertrofia do VD,
especialmente porque a DSA realizada incluiu a remocédo das aferéncias
guimiorreceptoras. De fato, trabalho prévio de nosso grupo, ainda nao
publicado mostrou aumento da expresséo de genes fetais no VD de animais
desnervados, hipertensos ou nao, indicando fortemente o
desencadeamento de um processo de hipertrofia das paredes dessa
cavidade (Flues K, 2011, submetido). Além disso, nossas consideracoes
anteriores estdo de acordo com a hipétese de Van Vliet (1999), a qual indica
gue na DSA a hipertrofia do VD esta presente devido a desnervacao
concomitante dos quimiorreceptores, havendo, inclusive repercussdes sobre
a circulacado pulmonar, o que aumentaria o estimulo para a hipertrofia da
camara direita do coracdo. Em acordo com essas idéias, as medidas de
TAc obtidas no presente estudo, tanto pela ecocardiografia ETT quanto

ETE, foram sinalizadoras indiretas de hipertensao pulmonar, que associada
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com a queda da fragcéo de ejecdo do VD e da velocidade sistélica da regido
lateral do anel tricuspide pelo Doppler tecidual, reforcam a possibilidade da
elevacdo da pressdo pulmonar no grupo SHRDSA. Acrescente-se a essa
informacéo, a boa correlacdo obtida entre as medidas efetuadas pelo eco
TT e TE (r= 0,53, p= 0.001). Fica, entretanto, uma questdo ndo bem
resolvida: ndo se sabe qual a importancia relativa da disfuncdo do VE e do
papel da provavel hipertensdo pulmonar sobre a disfuncdo do VD nesse
grupo.

A fibrose miocardica € um acumulo desproporcional de fibras
colagenas no tecido cardiaco. Como estrutura protéica, o colageno pode ser
considerado tecido inerte, repositor de necrose, num processo denominado
fibrose reparativa. Estudos mostraram que o acumulo reativo de colageno
ocorre no miocardio e € expresso como fibrose perivascular das artérias
coronarias intramiocardicas, se estendendo para as regides vizinhas. Esta
fibrose reativa aumenta a rigidez tecidual (Montes, 1996).

As fibras elasticas sdo também componentes importantes nas
estruturas cardiaca e vascular, conferindo-lhes maior elasticidade. H4 muito
se sabe que a elasticidade presente no tecido conjuntivo exerce importante
funcao protetora ao atuar como uma mola ténsil durante o trabalho muscular
(Montes, 1996). Na HAS pode haver uma maior destruicdo de fibras
elasticas decorrentes do processo fisiopatolégico da hipertensdo ou mesmo
uma alteracdo na elastogénese (Arribas et al., 2006). Assim, a HAS poderia
contribuir para uma menor concentracao de fibras elésticas, tanto cardiacas

guanto vasculares, conferindo ao coracdo uma estrutura menos elastica, o
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gue dificultaria a contratilidade. Esta morfologia do coragéo seria, portanto,
responsavel pela condicdo da estrutura do coracdo na insuficiéncia
cardiaca, que ndo por acaso, pode ser uma conseqiéncia da hipertensao
cronica. As alteragBes do sistema elastico ocorrem concomitantemente ao
acumulo de coladgeno. Na HAS, achados de Deyl e cols. (1985, 1987),
sugerem haver diferentes tipos de elastina, cuja proporcéo estaria alterada
na HAS. Muitos estudos, embora ndo conclusivos, sobre vias génicas
regulatérias dos processos de hipertrofia patoldgica e fisiolégica podem ser
encontrados na literatura (Wakatsuki et al., 2004; Heineke e Molkentin,
2006; McMullen e Jennings, 2007). Vale lembrar que a disfuncédo do VE é
estruturalmente verificada pelo desequilibrio entre elementos contrateis e
elasticos, os quais podem ter como causa principal a disfuncdo autonémica.
As alteracdes autondmicas e cardiovasculares decorrentes da hipertensao,
bem como da DSA, tém sua génese em mecanismos neurogénicos
semelhantes, ou seja, devido a perda de um controle ideal do

tamponamento das variacdes pressoricas.

5.1. Consideracdes finais

Em sintese, observamos que a auséncia do controle reflexo da
circulacdo exercido predominantemente pelos barorreceptores, induz
prejuizos funcionais e estruturais tanto em animais normotensos quanto em
hipertensos. A hipertensdo associada ou ndo a DSA induz a hipertrofia

cardiaca concéntrica de VE, enquanto a DAS associada a hipertensao reduz
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o tempo de aceleragcdo do fluxo da via de saida do VD. Nossos resultados
sugerem que a disfuncdo baroreflexa participa do comprometimento da
funcdo VD. Além disso,as mudancas observadas nos indices
ecocardiograficos sugerem que a DSA pode induzir hipertensdo pulmonar,
reforcando o papel da disfuncdo barorreflexa na patogénese da doenca

cardiaca hipertensiva.

5.2. Limitagfes do estudo

Para realizacdo do ecocardiograma transesofagico foi necessaria a

intubacdo orotraqueal dos animais, pela depressao respiratoria que ocorre

durante a manipulacao do transdutor transesofagico no eséfago meédio.
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Conclusodes
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6. Conclusbes

Este estudo permitiu identificar as seguintes ocorréncias em ratos Wistar
normotensos e ratos espontaneamente hipertensos com e sem desnervacao

sino-aodrtica (10 semanas):

- hipertrofia concéntrica do VE; disfuncdo sistdlica segmentar e diastdlica
global do VE; disfuncéo sistblica global e segmentar, e diastélica global do
VD; sinais indiretos de hipertensdo arterial pulmonar, avaliados pela
ecocardiografia, e mais evidentes no grupo espontaneamente hipertenso

com desnervacao sino-aortica,

- 0s ratos espontaneamente hipertensos apresentaram melhor capacidade
funcional em relacdo aos ratos wistar desnervado, enquanto o0s ratos
espontaneamente hipertensos desnervados mostraram diminuicdo em

relacdo aos ratos espontaneamente hipertensos;

- elevacao das pressfes de enchimento biventriculares em todos os grupos,

comparados com o grupo Wistar;

- aumento da modulacdo da atividade simpatica e reducdo da
parassimpatica  cardiaca; desequilibrio do controle  autondémico

cardiovascular, mais evidente nos animais desnervados;
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- relagdo negativa entre pressao diastolica final do VD com o tempo de
aceleracao do fluxo da via de saida do VD, e positiva com o volume maximo
de VD, sugerindo boa acuracia do ecocardiograma na avaliacdo do VD em

peqguenos animais.
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