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RESUMO

ATIK FA. Avaliagdo experimental do metabolismo energético em dois
protocolos de sobrecarga sistolica do ventriculo direito [tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2012.

Objetivo: Alteracdes do metabolismo energético tem sido identificadas em
processos de hipertrofia miocardica, sendo algumas consideradas benéficas,
porém outras estdo associadas a insuficiéncia cardiaca. O objetivo deste
trabalho foi comparar a atividade de trés enzimas do metabolismo energético
em dois protocolos de sobrecarga sistélica do ventriculo direito (VD) num
modelo experimental em cabiritos.

Métodos: 27 cabritos jovens foram divididos em trés grupos: Sham (sem
sobrecarga), Continuo (sobrecarga sistdlica constante) e Intermitente (4
periodos de 12 horas de sobrecarga sistdlica, intercalados com 12 horas de
descanso). Durante as 96 horas do protocolo, a sobrecarga sistélica foi ajustada
a fim de atingir relacdo de pressdo entre a aorta e o VD de 0,7. Medidas
ecocardiogréaficas e hemodinamicas foram realizadas antes e apds o periodo de
sobrecarga diariamente até o término do protoloco. Apos o término do mesmo,
os animais foram sacrificados a fim de obter dados morfolégicos e a atividade
maxima das enzimas Glicose 6 Fosfato Desidrogenase (G6PD), Hexoquinase
(HK) e Lactato Desidrogenase (LDH).

Resultados: Houve aumento de 92,1% e 46,5% nas massas do VD e septal no
grupo Intermitente, respectivamente, quando comparado ao grupo Sham,
enquanto que no grupo Continuo houve incremento de 37,2% somente na
massa septal. O VD e Septo dos grupos submetidos a sobrecarga sistdlica

continua e intermitente do VD apresentaram um aumento discreto, porém
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significativo, do conteudo de agua (VD, p=0,0014; Septo, p=0,0004) em relacao
ao grupo Sham. Ao final do protocolo, foi observado um aumento significativo
de 103,8% da espessura do VD no grupo Intermitente, comparado a um
aumento de 38,4% do grupo Continuo. Houve também dilatacdo ventricular
significativa no grupo Continuo ao longo do protocolo, quando comparado aos
outros grupos (p<0,001). Piores indices de desempenho miocardico ocorreram
no grupo Continuo no momentos 72 e 96 horas, quando comparados ao grupos
Sham (P<0,039) e Intermitente (P<0,001). A razdo da atividade méxima da
G6PD do VD pelo VE revelou um aumento de 130,1% no grupo continuo (p=
0,012) e de 39,8% no grupo Intermitente (p=0,764), quando comparados ao
grupo Sham. O processo de hipertrofia aguda do VD néo afetou a atividade
enzimatica da HK e LDH nos grupos estudados.

Conclusdes: Apesar de haver uma sobrecarga sistélica proporcionalmente
menor no VD do grupo intermitente, a bandagem intermitente do TP promoveu
maior hipertrofia do VD. A maior atividade da G6PD observada no grupo
continuo sugere maior producdo de radicais livres via NADPH oxidase, haja
vista que o ciclo das pentoses Fosfato incrementa a disponibilidade de NADPH
citoplasmatico, ocasionados pela maior demanda de um estimulo de sobrecarga
miocérdica constante, um importante mecanismo de insuficiéncia cardiaca. Este
estudo sugere que a preparacdo do ventriculo sub-pulmonar com a sobrecarga
sistélica intermitente podera proporcionar melhor resultado para a cirurgia de

Jatene em dois estagios que a sobrecarga continua.

Descritores: 1. Ventriculos cardiacos; 2. Hipertrofia / fisiopatologia; 3. Hipertrofia
ventricular direita; 4. Transposicdo dos Grandes Vasos / cirurgia; 5.

Procedimentos cirargicos cardiacos / métodos; 6. Artéria Pulmonar; 7. Cabras.
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SUMMARY

ATIK FA. Experimental evaluation of energy metabolism in two right ventricle
systolic overload protocols [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo”; 2012.

Objective: Altered energy metabolism has been identified in myocardial
hypertrophy. Some processes are considered beneficial, whereas others are
linked to heart failure. The purpose of this study was to compare the activity of
three different energy metabolism enzymes in two different protocols of right
ventricle (RV) systolic overload in young goats.

Methods: 27 young goats were separated into three groups: Sham (no
overload), Continuous (continuous systolic overload) and Intermittent (4 periods
of 12-hour systolic overload, alternated with a 12-hour resting period). During a
96-hour protocol, systolic overload was adjusted to achieve a 0.7 RV / aortic
pressure ratio. Echocardiographic and hemodynamic evaluations were
performed before and after systolic overload every day postoperatively. After the
study period, the animals were humanely killed for morphological and Glucose-
6-phosphate dehydrogenase (G6PD), hexoquinase (HK) and Ilactate
dehydrogenase (LDH) activity assessment.

Results: There was a 92.1% and 46.5% increase in RV and septal masses of
Intermittent group, respectively, as compared to Sham group, while Continuous
systolic overload resulted in 37.2% increase of only septal mass. There was a
small, but significant increase in water content in RV and septum of Intermittent

and Continuous groups, as compared to Sham group (RV, p=0.0014; Septum,
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p=0.0004). At the end of protocol, it was observed a greater increase in RV
thickness (103.8%) in Intermittent group, as compared to Continous group
(38.4%). There was also a significant right ventricle dilatation in Continuos group
along the protocol, as compared to the other groups (p<0.001). A worsening RV
myocardial performance index occurred in the continuous group at 72 hours and
96 hours, compared with the sham (P<0.039) and intermittent groups (P<0.001).
Compared to Sham, RV to LV G6PD activity ratio was elevated by 130.1% in
Continuous group (p= 0,012) and by 39.8% in Intermittent group (p=0.764). The
acute hypertrophic process in the RV did not altered the HK and LDH enzymatic
activity among study groups.

Conclusions: Despite of a proportional lesser exposure to systolic overload,
intermittent pulmonary trunk banding promoted greater RV hypertrophy. This
study indicates that continuous systolic overload for ventricle retraining causes
upregulation and hyperactivity of myocardial G6PD. Since pentose phosphate
pathway enhances cytosolic NADPH availability, this altered energy substrate
metabolism can elevate levels of free radicals by NADPH oxidase, an important
mechanism in the pathophysiology of heart failure. It suggests that Intermittent
systolic overload may provide better results for 2-stage Jatene operation as

compared to continuous protocol.

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.



23

Introducdo



Introducdo 24

4. Introducao

A bandagem do tronco pulmonar como forma de treinamento
ventricular tem sido indicada em pacientes portadores de transposicao
simples das grandes artérias (TGA) que se apresentam além do periodo

neonatal''?

, em pacientes com disfuncdo ventricular tardiamente apds a
correcdo a nivel atrial e em pacientes com transposicdo corrigida das
grandes artérias.

Do ponto de vista fisiopatoldgico, a sobrecarga pressoérica aguda
imposta ao ventriculo induz sintese protéica e consequente hipertrofia
miocardica, cuja magnitude seria suficiente para suportar a elevada
resisténcia vascular sistémica imposta pela correcao anatémica da TGA em
poucos dias ® . Baseado nesses conceitos, Jonas e colaboradores
introduziram o conceito de treinamento rapido do VE, demonstrando que a
cirurgia de bandagem pulmonar associada a um shunt sistémico-pulmonar
seria capaz de induzir uma hipertrofia adequada do VE, em um periodo
médio de nove dias, realizando, entdo, a correcdo anatémica a seguir®.

Apesar de grande entusiasmo inicial com esta abordagem, os bons
resultados alcangados pelo grupo do Children’s Hospital de Boston nao
foram reprodutiveis em outros centros pela elevada morbidade e mortalidade
relacionada a periodo de adaptacdo da funcdo ventricular, que requer
atendimento p6és-operatério otimizado ° . Além disso, observaram-se

problemas com a bandagem do tronco pulmonar durante o seguimento.

Houve maior ocorréncia de insuficiéncia aortica, dilatagdo do anel pulmonar,
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necessidade frequente de ajuste da bandagem, que se tornava frouxa ao
longo do tempo. Mais importante foram as alteracdes celulares encontradas
no miocardio submetido a sobrecarga aguda de pressao; focos de necrose e
edema celular indicavam sinais de dano celular e inducédo de hipertrofia
patoldgica, seguidos de disfuncao ventricular tardia.®’8910:11:12.13

Desta forma, o estudo da hipertrofia miocéardica induzida pela
bandagem do tronco pulmonar € essencial para o perfeito entendimento dos
mecanismos envolvidos na diferenciacdo entre a desejavel hipertrofia
“fisiolégica” e a deletéria hipertrofia “patolégica”. As informagdes obtidas
nesta linha de pesquisa seriam importantes para o desenvolvimento de uma
hipertrofia ventricular duravel, sem disfuncédo ventricular. Tanto a definicdo
da frequéncia e da quantidade de sobrecarga ideais para desenvolvimento
de hipertrofia miocardica fisiolégica ndo estdo ainda estabelecidos. Este
estudo procura analisar e aprimorar este processo de re-hipertrofia do
ventriculo sub-pulmonar, buscando no conceito de programas de
condicionamento fisico da musculatura estriada esquelética de atletas,
alternativas para melhorar a qualidade da hipertrofia do muasculo estriado

cardiaco. A seguir, abordar-se-d0 0s mecanismos envolvidos na

diferenciac@o entre hipertrofia miocardica fisiologica versus patoldgica.
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4.1. Hipertrofia Miocardica Fisiologica versus Patoldgica. A hipertrofia
cardiaca é definida por aumento anormal da massa miocéardica, que é
funcionalmente e morfologicamente distinta do crescimento pés-natal e
embriénico, por alteracdes caracteristicas da forma e volume do
cardiomiécito.'* A hipertrofia ocorre em resposta a estimulos extrinsecos
que, via de regra, causariam sobrecarga de volume ou de pressédo. A
resposta do miocérdio ao estresse hemodinamico imposto depende do tipo
de estimulo, sendo a hipertrofia concéntrica relacionada a sobrecarga de
pressdo e a excéntrica relacionada a sobrecarga de volume.* No entanto,
0S mecanismos moleculares que regulam a resposta hipertréfica ainda sao
mal compreendidos. Meerson'® definiu a hipertrofia cardiaca como uma
resposta universal do coracao a injuria ou sobrecarga que, de acordo com a
lei de Laplace, objetiva a normalizagdo do elevado estresse de parede
(relacdo do raio da cavidade pela espessura da parede ventricular). Na
hipertrofia concéntrica, a diminuicdo compensatoria do estresse de parede
promove vantagens mecanicas a fim de normalizar o volume sistélico, em
vitude de maior pés-carga. '’ Entretanto, se ocorrer um estimulo
hemodinamico persistente e prolongado, como ocorre na hipertenséo arterial
sistémica e na estenose adrtica, a hipertrofia passa a ser patologica, pois os
mecanismos adaptativos estariam esgotados. Por outro lado, a hipertrofia
fisiologica, como ocorre na gravidez e nos atletas, é funcionalmente uma
resposta adaptativa ao maior requerimento fisiolégico, caracterizada por
aumento anormal da massa de cardiomidcitos com maior expressao génica,

que é completamente reversivel e sem sequielas.'® A explicacdo para alguns
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estimulos serem considerados patolégicos e outros fisiologicos € tema de
grande debate na literatura. Todavia, uma das teorias mais aceitas seria que
as sobrecargas fisiologicas sao por natureza intermitentes e as patoldgicas
. P 19
continuas ou crdnicas.
O estudo da hipertrofia do ventriculo direito através de estresse
sistélico gradual induzido por cateter baldo e/ou manguito hidraulico tem sido
objeto de varios estudos do nosso laboratério, ha mais de uma

década. % %122

Tais estudos demonstraram a inducdo da hipertrofia
ventricular em 96 horas, através de sobrecargas sistolicas progressivas, sem
; ; s Al 3,23,24,25
aumento do edema extracelular ou fibrose intersticial. A busca por um
processo hipertrofico mais préximo do fisioldgico tem sido almejada através
de evidéncias que suportem a teoria de que a sobrecarga intermitente seja o
; : 26,27,28 : X
caminho ideal. O mecanismo pelo qual o coracdo se adapta as
sobrecargas fisiolégicas ou patoldgicas, produzindo respostas adaptativas
ou mal adaptativas, é desconhecido. E também possivel que sobrecargas
guantitativamente diferentes tenham repercussdes distintas no coracgdo,
mesmo que aplicadas pelo mesmo periodo, produzindo respostas
fenotipicas ambiguas. Isso indica que a hipertrofia cardiaca relacionada a
sobrecarga pressorica € um processo dependente da composicdo genética
celular, responsavel pela adaptacdo ou descompensacéo a nivel celular. A
informacdo a respeito da expressdo génica de enzimas envolvidas no

processo hipertréfico relacionado a bandagem do tronco pulmonar

representa uma lacuna na literatura. Tal estudo infelizmente ndo pode ser
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desenvolvido, pela falta de ensaio especifico para a espécie animal do
presente estudo.

A segquir, abordar-se-a a relacdo entre condicionamento fisico e
hipertrofia miocardica, a fim de estabelecer o racional para a intermiténcia de
treinamento ventricular proposta com a bandagem ajustavel do tronco

pulmonar.
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4.2. Condicionamento Fisico e Hipertrofia Miocardica. A sobrecarga
sistélica do exercicio fisico desencadeia um processo hipertrofico fisioldgico,
adaptado para manter uma demanda aumentada do débito cardiaco durante
a atividade fisica, através da diminuicdo da frequéncia cardiaca de repouso
e do exercicio fisico, com conseqtiente aumento do tempo de enchimento
diastélico e de retorno venoso.?*3%3! Embora a hipertrofia desencadeada por
meio da hipertensédo arterial crébnica apresente graus semelhantes ao do
coracdo do atleta, existem diferencas funcionais e estruturais entre os dois
padrées de hipertrofia. A hipertrofia cardiaca patolégica da hipertensao
arterial sistémica induz & diminuicéo da funcdo cardiaca® e pode ocasionar
a insuficiéncia cardiaca, ao passo que o0 aumento da massa cardiaca
observada em individuos treinados caracteriza-se por padrdo excéntrico e é
acompanhada de aumento do volume sistélico.®***% E interessante notar
gue a aquisicdo de massa ventricular esquerda durante o condicionamento
fisico de atletas que praticam natacdo, por exemplo, atinge o pico em
apenas uma semana de treinamento. Posteriormente, a massa ventricular
permanece relativamente constante. Parece l6gico que, em qualquer forma
de treinamento fisico, sejam necessarios periodos para descanso ou
recuperacdo aerObica muscular. Uma situagcdo de exercicio fisico
ininterrupto, principalmente partindo de uma sobrecarga aguda elevada,
pode resultar em danos musculares variados, muitos somente detectados
em seguimentos tardios. Estudos de treinamento fisico em atletas
demonstraram que o comportamento muscular é peculiar, dependente do

treinamento aplicado e de resposta individualizada, necessitando de um
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programa de treinamento particular para obtencdo de uma adaptacdo mais
fisiolégica e, consequentemente, um desempenho muscular mais
eficaz.3®37383940 Desta forma, o treinamento deve-se basear em principios
(sobrecarga, especificidade, diferencas individuais, reversibilidade) e
manipulado de acordo com variaveis como a frequéncia do treino,
intensidade da carga utilizada, duracédo da sesséo de treino e volume, isto €,
nimero total de estimulos num dado programa de treinamento fisico.** O
preparo do ventriculo sub-pulmonar desadaptado também é uma forma de
treinamento para hipertrofia e ganho de massa muscular. O conceito do
condicionamento fisico em atletas, cujo treinamento fisico deve permitir
alternancia com periodos de descanso (atividade fisica aerdbica), para
promover uma hipertrofia muscular mais fisiolégica, seria aplicado no
processo de treinamento ventricular por meio de sobrecarga sistélica
ajustavel do tronco pulmonar. Provavelmente, 0 mecanismo deste processo
hipertréfico desencadeia uma cascata de eventos que pode se desenvolver
em boas condi¢cdes durante os periodos de descanso e transporte de
oxigénio ideal, e, por isso, sem o desenvolvimento de fibrose decorrente de
isquemia. Esta hipGtese é corroborada pelos estudos experimentais de Le

Bret et al.*

, que compararam a bandagem classica do tronco pulmonar com
a bandagem de duas horas diarias, durante um periodo de cinco semanas.
Os autores demonstraram hipertrofia de magnitude semelhante nos grupos
treinados, porém com varias areas de fibrose evidenciadas apenas nos

animais submetidos a bandagem classica. Portanto, a sobrecarga

intermitente foi capaz de induzir a hipertrofia ventricular sem fibrose
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miocardica. A bandagem ajustavel do tronco pulmonar poderia atuar como
uma sobrecarga sistolica semelhante ao exercicio fisico de atletas, pela
possibilidade de ser utilizada com periodos alternados de repouso, evitando

assim a sobrecarga sistélica continua.

A seguir, abordar-se-a a relacado entre o metabolismo energético do

miocéardio e o processo de hipertrofia miocardica.
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4.3 Metabolismo Energético e Hipertrofia Miocardica. O miocardio
demanda energia relacionada a manutencdo de processos celulares
especializados, incluindo o transporte de ions, a funcdo dos sarcémeros e a
homeostase do calcio intracelular. A demanda e a disponibilidade de energia
estdo em fluxo continuo, sendo que o miocardio tem uma capacidade
limitada de armazenamento de substratos energéticos. Assim, as vias
geradoras de ATP devem responder proporcionalmente as flutuacoes
dindmicas da demanda fisioldgica e liberacdo de substratos energéticos. O
coracao normal e aquele submetido a situacdes de treinamento hipertréfico
fisiolégico utilizam preferencialmente os acidos graxos como fonte de
energia, representando aproximadamente 70% de toda a producdo de ATP
no coragdo normal.*3444°464748 55 Acidos graxos derivam de lipoproteinas
circulantes ricas em triglicerideos e acidos graxos néo esterificados ligados a
albumina, que sédo oxidados na matriz mitocondrial pelo processo de beta
oxidacdo, produzindo acetilcoenzima A e coenzima nicotinamida adenina
dinucleotideo Fosfato (NADPH). A acetilcoenzima A entra no ciclo de Krebs,

produzindo mais NADPH.

4.3.1 Hexoquinase e Lactato Desidrogenase na Hipertrofia Miocéardica.
Em situacdes de hipertrofia miocardica patoldégica e de maior demanda
energeética, existe uma mudanca da utilizagdo de substratos energéticos,
sendo a via glicolitica a principal.*® Essas alteracbes metabdlicas foram
evidenciadas por meio de mudancas de expressdo génica de enzimas

mitocondriais dos acidos graxos, maior atividade de enzimas da via
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glicolitica e maior concentracdo dos produtos finais de oxidacdo da Glicose

50,51,52,53,54

Nestas situacdes, a Glicose utilizada como fonte de energia pelo
miocardio é preferencialmente derivada do glicogénio intracelular, além da
Glicose e Lactato exégenos.”® A Glicose é metabolizada inicialmente em
Glicose 6-Fosfato pela enzima Hexoquinase. A seguir, entra
predominantemente na via glicolitica, produzindo uma pequena quantidade
de ATP e também piruvato, o qual entra no ciclo de Krebs, e aumenta a
producdo de NADPH. Na auséncia de oxigénio, a quantidade total de
energia produzida por esses processos € insuficiente para atender as
necessidades energéticas do coragdo. O piruvato € entdo metabolizado em
Lactato pela enzima Lactato Desidrogenase. O esquema do metabolismo

energético esta representado de forma simplificada na Figura 1.
Citoplasma Mitocdndria

Acidos graxos livres =——>» Beta oxidagdo

Glicose

Hexoquinase

A\ 4

v

Piruvato

Lactato
Desidrogenase Ciclo de Krebs

-
<

Lactato

Fosforilagdo oxidativa

Figura 1 — Esquema simplificado do metabolismo da Glicose e dos &cidos
graxos e as func¢des das enzimas Hexoquinase e Lactato Desidrogenase.
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4.3.2 Glicose 6-Fosfato Desidrogenase: papel no estresse oxidativo e
redutivo. Uma pequena parte da Glicose 6-Fosfato entra na via das
pentoses Fosfato, na qual a Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PD) é a
primeira enzima reguladora, conforme representado na Figura 2. Ela
converte Glicose 6-Fosfato em 6-fosfogluconolactona, e apresenta duas
funcdes principais. A primeira funcédo € fornecer equivalentes redutores na
forma de coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo Fosfato (NADPH),
que podem ser utilizados na sintese de acidos graxos livres e para a
regeneracao da glutationa oxidada para reduzida, criticamente importante na
defesa celular contra lesdes do estresse oxidativo *°, participando em
reacBes de remocdo de radicais livres.”” O NADPH reduz a glutationa via
glutationa redutase, que converte agua oxigenada em agua pela glutationa
peroxidase. Se ausente, a agua oxigenada seria convertida em radicais
livres de oxigénio, com consequéncias maléficas para o cardiomidcito.

A segunda funcdo da G6PD esté relacionada a producéo de ribose 5-
Fosfato, usada na sintese de nucleotideos e &cidos nucléicos,
indispensaveis para a hipertrofia miocardica. A ribose 5-Fosfato é
transformada em 5-fosforibosil piroFosfato, um substrato essencial para a
sintese “de novo” de purinas. Entretanto, a maior disponibilidade de acidos
nucléicos ndo se traduz necessariamente em melhor qualidade da
hipertrofia. Embora uma capacidade aumentada de glicélise no miocardio
hipertrofico isquémico leve a maior producdo de ATP, isto pode agravar o

dano miocéardico durante a isquemia devido a producdo aumentada de
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produtos da reacao glicolitica, tais como o Lactato, NADPH e acumulo de

58,59

radicais livres.

R
NADP

Peroxidase

Figura 2 — Esquema simplificado do metabolismo da via das pentoses
fosfato, destacando o papel da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase na
geracao de anions superoxido.

A enzima G6PD é indispensavel para a manutencdo do equilibrio de
NADPH citoplasmatico, para atender as necessidades celulares de
biosintese redutiva e, consequentemente, o balanco celular redox.** O papel
da G6PD, como uma enzima antioxidante tem sido reconhecida em
eritrécitos h4 muito tempo, sendo que sua deficiéncia, o distiarbio da
homeostase redox, pode levar a desregulagcdo do crescimento celular,
desenvolvimento embridnico anémalo, maior susceptibilidade a infec¢des

virais, assim como doencas degenerativas.®
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O oxigénio é fundamental na formacédo de radicais livres, tais como o
peréxido de hidrogénio e o radical hidroxil. Eles induzem dano celular
irreversivel por alteracbes na estrutura proteica, no DNA mitocondrial e
gendmico. A G6PD é indispensavel na manutencdo do balanco redox e
eliminacao de radicais livres, desde que a deficiéncia de G6PD enfraquece a
capacidade antioxidante da célula, levando a maior predisposicdo a
apoptose. Além de uma funcéo primordial na regulacéo da fisiologia celular,
a G6PD ¢é igualmente importante no funcionamento do sistema
cardiovascular. A atividade da G6PD afeta a enzima Oxido nitrico sintase e a
biodisponibilidade de o6xido nitrico. Regula assim a funcdo das células

endoteliais®® %

, além de participar da homeostase do célcio intracelular e da
contracdo miocardica.®*

O fato de que o estresse oxidativo, pela geracao de radicais livres, esta
implicado em uma série de doencas € inquestionavel. Entretanto, o
desbalanco do chamado equilibrio redox (balanco entre processos oxidativo
e redutivo) a favor do estresse oxidativo é o fator mais relevante da
fisiopatologia de mdltiplas doencas, incluindo a aterosclerose, doencas
neurodegenerativas, cancer e insuficiéncia cardiaca. Isso pode ser
reproduzido experimentalmente pela ativacdo de enzimas oxidativas
(NADPH oxidase e xantina oxidase), assim como inibicdo de enzimas que
controlam as mesmas (catalase e glutationa peroxidase, superéxido
dismutase e tioredoxina redutase).®® Entretanto, existem situagbes em que a

ativacdo da G6PD incrementa a geracdo de superoxidos derivados da

NADPH oxidase, o que favorece 0 estresse oxidativo e tem papel em
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doencas como o diabetes, insuficiéncia cardiaca e hipertensdo.®®®” Todavia,
Rajasekaran et al.®®, utilizando um modelo transgénico em camundongos,
descobriram que o estresse redutivo, definido como aumento anormal de
equivalentes redutores (glutationa reduzida e NADPH) do estresse oxidativo,
contribui para a patogénese molecular de um tipo especifico de
cardiomiopatia desencadeado por agregacao proteica. Corroborando estes
achados, o bloqueio da atividade da enzima controladora da atividade de
NADPH, a GG6PD, foi suficiente para o ndo desenvolvimento de
cardiomiopatia. Portanto, o aumento da atividade da G6PD incrementa a
producdo de NADPH, a fonte principal de equivalentes redutores, causando
0 estresse redutivo por agregacao proteica.®

Portanto, o estresse oxidativo pode ocorrer durante processos de
hipertrofia miocéardica, tanto como causa ou consequéncia de uma cascata
de eventos patologicos. A ativacdo da enzima Glicose 6-Fosfato
Desidrogenase pode levar a consequéncias tanto benéficas, quanto
maléficas, na dependéncia da magnitude e da duracdo do estimulo
hipertréfico.

Dentro deste contexto, o objetivo primério deste estudo tem relacdo
com as alteracdes metabdlicas encontradas nos dois tipos de treinamento

ventricular.
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5. OBJETIVOS

Primario
Comparar o processo hipertréfico agudo do ventriculo direito
desencadeado por sobrecarga sistdlica continua e intermitente do ponto de

vista metabodlico.

Secundario

Analisar e comparar a hipertrofia rapida sob os pontos de vista
hemodinamico, morfolégico, ecocardiografico e ganho de agua no miocardio
nos dois processos distintos de sobrecarga sistélica do ventriculo direito

(intermitente e continua).
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6. METODOS

Este estudo foi realizado de acordo com as normas de uso de animais em
ensino e pesquisa da Comissdo de Fiscalizagdo de Pesquisa Animal. Foram
utilizados 27 cabritos higidos, com idade entre 30 e 60 dias, divididos em trés
grupos: SHAM ou controle negativo (n = 7), continuo (n = 9, sobrecarga
sistdlica continua do VD), intermitente (n = 11, 12 horas/dia de sobrecarga
sistélica intermitente do VD). As médias dos pesos corporais de cada grupo
estdo relacionadas na tabela 1. Nao houve diferenca significativa entre os

grupos (p= 0,38).

Tabela 1. Peso dos animais dos grupos SHAM, continuo e intermitente

Sham Continuo Intermitente valor de
n=7 N=9 N=11 P
11,93 + 2,67 10,74 + 2,62 10,25+ 2,20 0,38

Valores (Kg)= média + desvio padrao

6.1. Avaliacdo pré-operatoria. Na entrada ao biotério, os animais foram

examinados por veterinario para afastar doencas preexistentes.
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6.2. Anestesia. Os animais permaneceram 24 horas em jejum antes da
cirurgia. A inducdo anestésica foi feita com quetamina (20 mg/kg,
intramuscular). Os animais foram pesados e submetidos a tricotomia cervical
e no hemitérax esquerdo ainda no biotério. Em seguida, uma linha de
infusdo venosa foi obtida através de puncédo da veia jugular com Jelco n° 18,
para administracdo de drogas e infusdo de soro fisiolégico. O animal foi
entdo sedado com pentobarbital sédico (5 a 10 mg/kg, intravenoso) e
entubado. A ventilacdo mecanica (Harvard 708, South Natick, MA, E.U.A.) foi
mantida com fracdo inspirada de oxigénio de 100% e volume corrente de 15
ml/kg. O animal foi posicionado em decubito lateral direito, monitorizado com
eletrocardiograma e preparado para procedimento estéril. A anestesia foi
mantida com pentobarbital sédico (5-10 mg/Kg, via intravenoso) e quetamina
(Img/ kg intravenoso). Todos o0s animais receberam antibioticoterapia
(cefazolina 500 mg e gentamicina 40 mg por via intramuscular), iniciada
imediatamente antes da cirurgia e mantida até o final do protocolo. Também
foram administrados diariamente digoxina (0,01 mg/Kg por via intravenosa) e

heparina (5000 U por via subcutanea) até o final do protocolo.

6.3. Procedimento cirargico. Foi realizada toracotomia lateral esquerda no
4° espaco intercostal. O pulmao foi afastado para exposicao adequada da
via de saida do VD, do tronco pulmonar (TP) e da aorta toracica
descendente. Foram entdo implantados trés cateteres (intracath 17G)
previamente heparinizados no VD, TP e aorta toracica descendente,

respectivamente. Os cateteres foram fixados nas estruturas com prolene 5-0
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e exteriorizados através da parede toracica, proximos a coluna vertebral,
onde também foram fixados a pele com fio de algoddo 3-0. A seguir, estes
cateteres foram testados (permeabilidade e curvas de pressao) e mantidos
heparinizados. O tronco pulmonar foi entdo dissecado para implante do
dispositivo de bandagem do TP. O dispositivo foi posicionado imediatamente

acima da valva pulmonar, sendo fixado na adventicia do TP para evitar sua

migracéao (Figura 3).

DISPOSITIVO
DE BANDAGEM

Figura 3. Foto cirdrgica do dispositivo de bandagem no tronco pulmonar e o
posicionamento de cateteres de monitorizacdo no ventriculo direito e
artéria pulmonar.

As pressdes, proximal e distal ao dispositivo de bandagem ajustavel do

TP, bem como a pressdo arterial sisttmica, foram medidas através de
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sistema de software ACQ Knowledge 3.01 (Biopac Systems, Inc., Goleta,
CA, EUA).

Apoés o implante do dispositivo, foi realizada a drenagem do térax em

selo d’agua e sintese da toracotomia por planos (Figura 4).

Figura 4. Animal ap6s o implante do dispositivo, com cateteres e dreno pleural
exteriorizados através da parede toracica. Presenca da incisdo da
toracotomia lateral esquerda.

A recuperacao anestésica completa do animal foi obtida no biotério, em
maca especial para quadrupedes (Figura 5). Cerca de seis horas de pos-
operatério imediato, o dreno de térax foi removido, apds a constatacdo de
drenagem minima, auséncia de fistula bronco pleural e boa expansibilidade

pulmonar.
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Figura 5. Animal em recuperagao anestésica na maca especial para quadripedes.

6.4. Dispositivo de bandagem do tronco pulmonar. O dispositivo de
bandagem utilizado no presente estudo foi desenvolvido e aprimorado com
colaboragdo da SILIMED, Silicone e Instrumental Médico-Cirurgico e
Hospitalar Ltda., Rio de Janeiro, RJ. O dispositivo é constituido por trés
partes totalmente revestidas por silicone biomédico: anel de bandagem, tubo
extensor e botdo de insuflacdo (Figura 6). O anel de bandagem €& um
manguito hidraulico em forma de C, cuja parede externa é constituida por
uma camada externa rigida e mais fina que o protétipo anterior, reforcada
por uma malha de poliéster, que impede a deformacdo centrifuga do anel.
Apresenta diametro interno de 10 mm e largura de 7 mm. Nas duas
extremidades do anel, existem prolongamentos da camada rigida, que

possibilitam a passagem de pontos para fechamento e fixacdo do anel no

tronco pulmonar.
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O anel apresenta uma bolsa elastica interna, que é potencialmente
capaz de dilatar seu volume em 500%, promovendo uma variabilidade muito
grande de constricao reversivel do tronco pulmonar submetido a bandagem.
Quando a bolsa interna € expandida através do volume injetado no
reservatorio de insuflacdo, comprime a luz do tronco pulmonar. Este
reservatorio consiste em um botdo de silicone espesso, auto-selante, cuja
base apresenta uma placa rigida de porcelana. Implantado no subcutaneo
da regido dorsal do animal, permite o ajuste fino do diametro do anel de
bandagem por via percutanea. O tubo conector comunica o anel de
bandagem com o botédo de insuflacdo, com a finalidade de conduzir o liquido
injetado no botdo para o anel de insuflacdo. E flexivel e possui dois
milimetros de diametro interno por 250 mm de comprimento. Este sistema é

hermeticamente blindado na fabrica, impossibilitando a desconexao.

\ «—— BOTAO DE INSUFLAGAO

ANEL DE
BANDAGEM

TUBO EXTENSOR

Figura 6. Dispositivo de bandagem ajustavel do tronco pulmonar.
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6.5. Protocolo de sobrecarga sistélica do VD. O treinamento do VD foi
iniciado apos recuperacédo plena da cirurgia (72 horas de convalescenca).
Com o animal consciente e imobilizado na maca especial, procedeu-se a
leitura das pressdes basais de VD, TP e aorta, com o dispositivo
completamente desinsuflado. Apés a leitura das pressdes basais, foi iniciada
a insuflacdo percutanea do dispositivo com soro fisiolégico (seringa de
insulina), observando-se as curvas das pressbes do VD e aorta e
objetivando alcancar uma relacdo de pressao do VD de aproximadamente
70% da presséao sistolica sistémica, desde que nao provocasse uma queda
superior a 10% na mesma. Caso 0 animal apresentasse sinais clinicos de
hipéxia importante, como agitacdo, dificuldade respiratéria ou arritmias, o
volume do dispositivo era reduzido para um valor toleravel pelo animal. Os
dados hemodinamicos foram entdo tomados apos a insuflacdo do dispositivo
(tempo zero - inicio do treinamento ventricular). A insuflacdo do dispositivo e
a medida das pressfes na aorta, VD e TP foram realizadas diariamente nos
dois grupos treinados. O volume de soro do dispositivo foi medido e
comparado com o do dia anterior para avaliar possivel perda. Novamente, o
dispositivo era insuflado, procurando-se atingir os parametros desejados,
geralmente sendo possivel acrescentar um maior volume a cada dia. Nesta
avaliacdo diaria, era necessaria a correcao da insulflacdo do dispositivo para
manter a mesma relacdo de pressfes inicialmente almejada, pois havia
pequena perda de volume de insulflagdo por microporos do anel de
bandagem, além de adaptacdo do sistema cardiovascular (resisténcia

vascular e volume sistélico). O gradiente de pressao entre o VD e o tronco
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da artéria pulmonar foi calculado através da subtracdo de suas pressdes

sistélicas.

6.5.1. Grupo Continuo. Os animais permaneceram em sobrecarga sistolica
continua do VD por um periodo de 96 horas, com insuflacdes progressivas
do dispositivo de bandagem ajustavel a cada 24 horas. As pressfes foram

tomadas apenas uma vez ao dia (todas as manhas).

6.5.2. Grupo Intermitente. A figura 7 ilustra o diagrama cronoldgico da
coleta de dados do grupo Intermitente. Foram tomadas quatro medidas de
pressfes a cada periodo de 12 horas, ou seja, na manha de cada dia do
protocolo, as pressdes foram medidas antes de se insuflar o dispositivo de
bandagem (12 medida). Imediatamente a seguir, insufla-se o dispositivo até
obter uma relacdo de pressdes sistélicas VD/aorta de 70% (22 medida).
Apods 12 horas (periodo noturmo), as pressfes deixadas pela manha foram
novamente medidas (3% medida) para avaliar a manutencdo da sobrecarga
sistélica durante as 12 horas de treinamento. O dispositivo foi entéo
desinsuflado para permitir 12 horas de descanso. As pressbes foram
tomadas imediatamente apds ser retirada a sobrecarga sistélica do VD (42
medida). Todas as medidas do Grupo Intermitente foram tomadas para se
demonstrar o carater intermitente da sobrecarga sistélica deste grupo. Os
animais permaneceram com quatro periodos de 12 horas de sobrecarga
sistdlica do VD (periodo diurno), alternados com 12 horas de descanso

(periodo noturno), durante o mesmo tempo de 96 horas do grupo continuo.
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Apoés 96 horas de protocolo, foram tomadas medidas presséricas finais com

o dispositivo vazio e re-insuflado.

Hemodinamica

N\ Hemodinamica
/ :-...ll.I...'.
ECO S
(Basal) Proc. Cirurgico . :
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Hemodinamica

Tempo (horas)

Figura 7: Diagrama cronolégico da coleta de dados do grupo Intermitente

6.5.3. Grupo SHAM. Os animais deste grupo foram submetidos ao implante
do dispositivo de bandagem ajustavel no TP e cateteres de monitorizacao
hemodinamica, conforme previamente relatado. Foram tomadas medidas
hemodindmicas diariamente, porém com o dispositivo de bandagem
ajustavel desinsuflado até o final do periodo de estudo (96 horas), ap6s o
qual foram avaliados os parametros morfolégicos e de metabolismo

energeético.

6.6. Estudo Ecocardiogréafico. Todos os animais foram submetidos a
avaliacdo ecocardiografica pelo mesmo especialista, sob sedacao
(quetamina 15 mg por via intramuscular) e posicionados em decubito
esternal. A primeira avaliagdo ecocardiografica foi realizada cerca de 120

horas antes do inicio do treinamento ventricular (2° dia pré-operatorio). Em
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relacdo ao tempo zero, os dados ecocardiograficos foram tomados logo apos
a insuflacdo do dispositivo de bandagem ajustavel do tronco pulmonar (inicio
do treinamento ventricular) e estabecimento das medidas hemodinamicas
protocolares. Durante o protocolo, o ecocardiograma foi realizado
diariamente para avaliar todos os animais, tanto do grupo Sham como
também de ambos os grupos submetidos a sobrecarga sistdlica do VD.
Foram utilizados transdutores de 7,5 MHz para a obtencao das imagens e de
2,5 MHz para analise dos fluxos. As espessuras do septo interventricular e
parede posterior do VE foram medidas ho modo M, no final da diastole, por
meio do corte paraesternal transverso, na altura dos musculos papilares. A
espessura da parede livre do VD foi medida através do ecocardiograma
bidimensional, no mesmo corte paraesternal, na altura dos vasos da base e
dos musculos papilares, sempre no final da diastole. Estas medidas também
foram tomadas no corte longitudinal quatro camaras. O resultado da
espessura da parede livre do VD representa a média das trés medidas
obtidas em cada exame. Neste mesmo corte, foram mensurados os volumes
diastolico (VDF) e sistélico (VSF) finais do VD pelo método de Simpson
modificado’®. Estes volumes (VSF e VDF) foram obtidos através da féormula
area x comprimento. Neste método, para o calculo da area, procede-se a
planimetria de todo o endocéardio ventricular direito, indo de um extremo a
outro do anel da valva tricispide. O comprimento é medido do apice até o
ponto que intercepte uma linha imaginaria que ligue os dois lados do anel
valvar tricuspide. Estes parametros sdo mensurados no final da didstole e da

sistole.
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A eficiéncia hemodinamica foi avaliada através da fracdo de ejecéo do VD
(FEVD), que foi obtida a partir da diferenca dos volumes assim medidos,

conforme a férmula proposta por Pontes et al’*:

FEVD= VDEVD - VSFVD

VDFVD
Foram considerados normais valores de FEVD iguais ou acima de 55%>"3,
O indice de desempenho miocardica do VD (IDMyp) foi também calculado

segundo a formula:

IDMyp = TCIV + TRIV

TE

Onde “TCIV” representa o tempo de contragdo isovolumétrica, “TRIV”, o
tempo de relaxamento isovolumétrico e “TE”, o tempo de ejecdo. Estes
valores foram obtidos no corte longitudinal quatro camaras, posicionando o
volume da amostra no centro do anel valvar tricispide e medindo o intervalo
de tempo entre o inicio do fechamento valvar até o inicio da préxima diastole
(tempo a). O tempo de ejecéo do VD foi calculado com o volume da amostra
localizado na via de saida desta camara (tempo b), pelo corte paraesternal
eixo curto. Subtraindo-se o tempo a pelo de b, obteve-se TCIV + TRIV. Este

valor foi entdo dividido pelo TE, adquirindo- se o IDMypp.
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6.7. Coleta das Amostras Cardiacas. Apds o encerramento do protocolo de
cada animal, foi realizada eutanasia para resseccdo do coragcdo. ApOs
anestesia geral com quetamina (30 mg/Kg, intramuscular) e pentobarbital
sédico (15 mg/Kg, intravenoso) e entubacdo orotraqueal, foi realizada
toracotomia esquerda sobre a incisdo prévia, para exposicdo do coracao.
Foram realizadas lises de bridas e disseccdo das veias cavas superior,
inferior e grandes artérias. Apds aprofundamento do plano anestésico, foi
administrada heparina (5 mg/kg por via intravenosa). Apos circulacdo da
heparina, as veias cavas foram ligadas. Foi administrado cloreto de potassio
até causar parada cardiaca. Neste momento, foram colhidas amostras do
VD, VE e septo interventricular, pesadas e imediatamente acondicionadas
em recipientes plasticos previamente identificados. Estas amostras foram
armazenadas em nitrogénio liquido (-80°C), até serem transportados ao
Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular, onde foram conservadas
em freezer especial (Forma Scientific -80° C). Posteriormente, o coracéo foi
ressecado. A gordura epicardica foi cuidadosamente ressecada e as
paredes ventriculares e septal separadas, de acordo com a técnica de
FULTON et al.” A aorta e TP foram ressecadas no plano das valvas
semilunares. Os atrios, juntamente com as valvas atrio-ventriculares, foram
ressecados. A parede livre do VD foi separada do septo interventricular,
cortando-a paralelo ao trajeto das artérias interventricular anterior e
posterior. O mesmo procedimento foi realizado para separagdo da parede
livre do VE da parede septal. A seguir, o VD, VE, septo interventricular e

atrios foram pesados em balanca digital (METTLER AE-200, Mettler-Toledo
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AG, Greifensee, Suica). Devido a variacdo de peso dos animais, as medidas
foram normalizadas através da indexacdo de peso das massas musculares
cardiacas pelo respectivo peso corporal do animal, conforme sugestdo de

BISHOP & COLE"®. Os pesos indexados foram expressos em g/kg.

6.8. Contetido de Agua dos Tecidos. A principal finalidade desta avaliagio
foi para esclarecer se o ganho de peso do VD dos grupos de estudo estaria
associado ao edema miocardico ou aquisicdo de massa muscular. Foram
colhidas amostras de cada uma das paredes cardiacas e pesadas em
balanca de alta precisdo para determinar o respectivo peso inicial (Pi). As
amostras foram entdo acondicionadas em frascos apropriados, fechados
com papel filtro e devidamente identificadas, antes de coloca-las na estufa
(temperatura: 55-60° C). Apés cerca de 70 horas de desidratacdo, cada
amostra foi novamente pesada para se obter o peso seco (Ps). O percentual
do conteudo de &gua (CA) foi entdo obtido através da seguinte formula,
assumindo que a distribuicdo de &gua foi homogénea no septo e nos

ventriculos: CA (%) = 100 — (Ps x Pi™* x 100).

6.9. Andlise do Metabolismo Energético. As atividades maximas das
enzimas Hexoquinase (HK, EC 2.7.1.1) e Glicose-6-Fosfato Desidrogenase
(G6PD, E.C. 1.1.1.4.9.) foram determinadas nas amostras do septo e dos
ventriculos, para avaliar a utilizacdo de carbohidratos pelo miocardio. A
atividade maxima da enzima Lactato Desidrogenase (LDH, EC 1.1.1.27) foi

também analisada para fornecer informacdes quantitativas a respeito do
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ciclo do 3-Fosfato Glicerol na oxidacdo do NADH citoplasmatico do
miocardio. As amostras foram armazenadas em nitrogénio liquido, que foram
homogeneizadas em tampao de extracdo (proporcdo 1.5 peso/volume). O
material mantido em gelo foi homogeneizado por 30 segundos usando
Polytron (PT 3100, Kinematica AG, Littau-Lucerne, Suica) na velocidade
maxima e centrifugado (15.000 g, 15 minutos, 4° C) em Centrifuga 5417
C/R- Eppendorf (Hamburgo, Alemanha) para separacdo dos restos
celulares. O sobrenadante da ultima centrifugacéo foi utilizado para a andlise
da atividade enzimatica. As proteinas foram quantificadas pelo kit de ensaio
protéico BCA™ (PIERCE Biotechnology, Rockford, IL, E.U.A.). Os resultados

foram expressos em nmol.min™*.mg™ de proteina presente no extrato.

6.9.1. Dosagem da Atividade Maxima da Glicose-6-Fosfato
Desidrogenase (G6PD). O tampéao de extracdo para a G6PD continha Tris-
HCI (50 mM) e EDTA (1 mM), pH 8,0. O tampao de ensaio utilizado (volume
de 270 uL por amostra) consistiu de Tris-HCI (8,6 mM), MgCl, (6,9 mM),
NADP" (0,4 mM) e Triton X-100 0,05% (volume/volume), pH 7,6. A reacgéo foi
iniciada com a adi¢ao de 15 uL de Glicose-6-Fosfato (1,2 mM) ao extrato
enzimatico (15 uL de amostra) e acompanhada por 10 minutos, a 25° C. A
absorbancia foi monitorada a 340 nm, sendo o coeficiente de extincdo para
este comprimento de onda igual a 6,22. O principio da reacédo baseia-se na
formacao de Glicose-6-Fosfato a partir da Glicose e posterior formacgao de 6-

Fosfogluconato pela acdo da enzima G6PD. A atividade da G6PD foi
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determinada indiretamente como medida da producéo total de NADPH pela

via das pentoses’®.

6.9.2. Dosagem da Atividade Maxima da Hexoquinase (HK). O tampé&o de
extragdo para a HK continha Tris-HClI (50 mM), EDTA (1 mM),
Trietanolamina (50 mM), MgCl,6H,0 (2 mM), B-mercaptoetanol (30 mM), pH
7,5. O tampéao de ensaio utilizado (volume de 270 uL por amostra) consistiu
de Tris-HCI (75 mM), MgCl,6H,0 (7,5 mM), EDTA (0,8 mM), KCI (1,5 mM),
B-mercaptoetanol (4 mM), NADP™ (0,4 mM), ATP (2,5 mM), creatina quinase
(1,8 U/mL), fosfocreatina (0,4 mM), G6PD (1,4 U/mL) e Triton X-100 0,05%
(volume/volume), pH 7,5. A reacao foi iniciada com a adicdo de 15 uL de
Glicose (0,2 mM) ao extrato enziméatico (15 uL de amostra) e acompanhada
por 10 minutos a 25° C. A absorbancia foi monitorada a 340 nm, sendo o
coeficiente de extincdo para este comprimento de onda igual a 6,22. O
principio da reacdo baseia-se na formacao de Glicose-6-Fosfato a partir da
Glicose e posterior formacdo de 6-Fosfogluconato pela acdo da enzima
G6PD. A atividade da HK foi determinada indiretamente como medida da

producéo total de NADPH nessa (ltima reacéo.”

6.9.3. Dosagem da Atividade Maxima da Lactato Desidrogenase (LDH).
O tampéo de extracdo para a LDH continha Tris-HCI (77 mM), EDTA (1 mM),
MgCl, (2 mM), B-mercaptoetanol (4 mM), pH 7,5. O tampdo de ensaio
utilizado (volume de 165 puL por amostra) consistiu de Tris-HCI (120 mM),

NADH (3,4 mM), Antimicina A (1 mM) e Triton X-100 0,05%
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(volume/volume), pH 7,5. A reacao foi iniciada com a adicdo de 100 uL de
Piruvato (20 mM) ao extrato enzimético (35 uL de amostra) e acompanhada
por 10 minutos a 25° C. A absorbancia foi monitorada a 340 nm, sendo o
coeficiente de extincdo para este comprimento de onda igual a 6,22. O
principio da reagéo baseia-se na formacgéo de Lactato a partir de piruvato. A
atividade da LDH foi determinada indiretamente como medida do consumo

total de NADH."®

6.10. Andlise Estatistica. A normalidade da distribuicdo de cada variavel foi
avaliada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. As comparacfes das
médias foram realizadas por meio da analise de variancia (ANOVA) de dois
fatores, seguida do pés-teste de Bonferroni, exceto para os valores do peso
corporal dos animais, areas de sobrecarga ventricular, razdo VD/aorta,
relacdo volume/massa do VD, atividade maxima das enzimas do
metabolismo energético, massas e contetudos de agua do VD, VE e septo,
os quais foram comparados por meio de ANOVA de um fator, seguido das
comparacdes multiplas de Bonferroni. Os valores estdo apresentados na
forma de média + desvio padrédo. Para todos os casos, o nivel de
significancia utilizado foi de 5%. As analises estatisticas foram realizadas
através dos softwares utilizando o programa GraphPad Prism v.4 (San

Diego, CA - EUA) e ESTATISTICA v.6 (Tulsa, OK - EUA).
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7. RESULTADOS

Em nenhum animal, foi observada qualquer falha do dispositivo de
bandagem ajustavel do tronco pulmonar. Foi observada uma perda minima
diaria do volume injetado no dispositivo durante o periodo de estudo. Para
se atingir os parametros preconizados de sobrecarga sistolica do VD, um
volume progressivamente maior foi injetado no dispositivo de bandagem, ao
longo do protocolo. Em apenas um dos animais do grupo Continuo, néo foi
possivel realizar as medidas de presséo distal ao dispositivo de bandagem,

devido a problemas técnicos com o cateter do tronco pulmonar.

7.1 Medidas Hemodinamicas

7.1.1 Pressédo Arterial Sistémica. A hemodindmica sistémica nao foi
afetada pelo protocolo de sobrecarga sistélica do VD, conforme apresentado
na tabela 2. A Analise de Variancia de dois fatores mostrou que ndo houve
diferenca entre as pressdes arteriais sistolicas sistémicas entre 0s grupos
(fator grupo, p=0,645). Em relagdo ao fator tempo, apesar da Analise de
Variancia ter identificado diferenca neste fator (p=0,029), o poOs-teste de

Boferroni ndo identificou diferencas ao longo do protocolo.
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Tabela 2: Pressdo Sistolica Sistémica dos grupos Sham, Continuo e

Intermitente, medida pelo cateter vascular.

Tempo (horas)

Presséo Sistélica Sistémica (mm Hg)

Sham Continuo Intermitente
(n=7) (n=9) (n=11)
0 106,29 + 14,22 113,44 + 18,78 105,73 +12,11
24 99,00 £ 8,94 100,11 + 15,19 100,64 + 12,07
48 100,14 £ 13,33 103,00 £ 12,35 101,00 + 11,70
72 93,29 £ 14,44 98,22 + 14,32 100,18 + 13,50
96 108,67 £ 19,25 106,44 + 19,99 103,45 £ 7,46

Valores = média + desvio padrdo; Medidas: mmHg;

7.1.2. Gradiente de Pressao VD/TP. A figura 8 mostra um aumento do
gradiente de pressao VD/TP nos grupos submetidos a sobrecarga sistolica
do VD (Continuo e Intermitente) para cada momento observado (0, 24, 48,
72 e 96 horas). A Analise de Variancia de dois fatores mostrou diferencas
entre os grupos (p<0,001) e ao longo do tempo (p<0,001). Houve interacéo
significativa entre os grupos e o fator tempo (p<0,001). Todos os gradientes
VD/TP gerados nos grupos Continuo e Intermitente foram maiores que os do
grupo Sham, a partir do inicio da sobrecarga sistélica do VD (0 hora) até o

final do protocolo.
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Figura 8: Evolucdo do gradiente pressorico sistolico entre o ventriculo direito e
tronco pulmonar (mm Hg) nos grupos Sham, Continuo e Intermitente.
* p<0,05 quando comparado ao seu respectivo instante Basal e ao
grupo Sham para 0 mesmo instante.

O painel A da figura 9 mostra o padrdo de sobrecarga sistélica
(gradiente VD/TP) dos trés grupos (Sham, Continuo e Intermitente). Nota-se
gue o grupo Intermitente apresenta picos de gradientes sistélicos entre o
ventriculo direito e o tronco pulmonar de 12 horas intercalados com periodos
de descanso de 12 horas, correspondentes aos gradientes sistélicos
proximos aqueles do grupo Sham. A partir das varia¢gdes do gradiente VD/TP
ao longo do periodo de estudo, foram calculadas as areas sob a curva, como

meio de se quantificar a sobrecarga sistolica imposta ao VD de cada grupo.
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No painel B da figura 9, observa-se um aumento significativo desta area nos
grupos de sobrecarga sistdlica continua e intermitente (p<0,001), quando
comparados ao grupo Sham, sendo este aumento superior no grupo

Continuo em relacdo ao grupo Intermitente (p<0,001).
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Figura 9: Painel A: Padrbes de sobrecarga sistélica dos grupos Sham, Continuo e
Intermitente. Painel B: Areas de sobrecarga sistdlica dos grupos Sham,
Continuo e Intermitente. * p<0,001 quando comparado ao grupo Sham;
# p<0,001 quando comparado ao grupo Intermitente.

7.1.3. Relagao de pressodes entre Ventriculo direito e aorta. A relagdo de
pressbes VD/aorta dos grupos Sham e de sobrecarga sistolica de VD esta
demonstrada na figura 10. Paralelamente ao gradiente VD/TP, foi observado
também um aumento da relacdo VD/aorta a partir do inicio do protocolo (0
hora) nos grupos Continuo e Intermitente, quando comparados aos seus
respectivos valores basais (p<0,001). Apesar de ter sido observada uma
gueda dos valores desta relacdo no grupo Continuo, entre os instantes 72 e

96 horas, ndo houve diferenca significativa. A queda nos valores no instante



Resultados 62

96 horas em ambos os grupos de treinamento decorreu da presenca de

anestesia utilizada para a eutanasia.
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Figura 10: Evolucdo da relacao de pressdes sistélicas entre o ventriculo direito e aorta
nos grupos Sham, Continuo e Intermitente. * p<0,05 quando comparado ao
seu respectivo instante Basal e ao grupo Sham para o mesmo instante.

O painel A da figura 11 mostra a relacdo de pressdes sistolicas entre
o VD e a aorta dos trés grupos, ao longo do protocolo de estudo.
Paralelamente ao gradiente VD/TP, foi observado o padréo de intermiténcia
da sobrecarga sistélica do VD, através dos picos da relacédo VD/aorta e dos
periodos de descanso do grupo Intermitente, quando a relacdo se
aproximava aos valores encontrados no grupo Sham. A partir desses dados,

foi calculada a area sob a curva da relagéo VD/aorta. Esta area, apresentada
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no painel B da figura 11, foi maior no grupo Continuo (p<0,01) em relacdo ao

grupo Intermitente, que por sua vez foi superior ao grupo Sham (p<0,001).
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Figura 11. A: Razdo de pressfes sistélicas entre VD e aorta dos grupos Sham,
Continuo e Intermitente. B: Areas da razéo de pressdes entre VD e aorta
dos grupos Sham, Continuo e Intermitente. * p<0,001 quando comparado
ao grupo Sham; # p<0,001 quando comparado ao grupo Intermitente

7.2. Achados Ecocardiograficos

7.2.1. Espessura de VD. Todos o0s animais incluidos no protocolo
apresentavam espessura do VD inferior as do septo e do VE no momento
pré-operatorio (fator grupo p= 0.663; fator tecido cardiaco p<0,001). A tabela
3 mostra a espessura da parede do VD dos grupos SHAM e de estudo ao
longo do protocolo de sobrecarga sistolica. Ambos os grupos apresentaram
aumento da espessura da parede livre do VD a partir de 48 horas no grupo
Intermitente e de 72 horas no grupo Continuo. Entretanto, o aumento da

espessura do VD foi significativamente maior no grupo Intermitente, nos
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instantes 72 e 96 horas, quando comparado ao grupo Continuo (p< 0,001
para o fator grupo). Ao final do protocolo, foi observado um aumento de
103,8% da espessura do VD no grupo Intermitente comparado a um

aumento de 38,4% do grupo Continuo.

Tabela 3: Espessura do VD nos grupos Sham, Continuo e Intermitente,
medida pelo ecocardiograma.

Espessura de VD (mm)

Tempo
(horas) Sham Continuo Intermitente
(n=7) (n=9) (n=11)
Pré-op 3,24+0,14 3,28 + 0,35 2,87 + 0,58
0 3,30+ 0,15 3,31+0,33 2,98 + 0,51
24 3,36 £ 0,11 3,37 +£0,33 3,02 £ 0,59
48 3,39+ 0,09 3,63+0,68 3,91 +0,81*
72 3,37 +£0,14 4,40 £ 0,64*T 4,85 + 0,66*T
96 3,36 £ 0,08 4,54 + 0,51*F 5,85 + 1,32*f@

Valores (mm) = média + desvio padréo;
* p<0,001 quando comparado ao seu respectivo instante Basal,
+ p<0,001 quando comparado ao grupo Sham para o0 mesmo instante;

& p<0,001 quando comparado ao grupo Continuo para 0 mesmo instante.

A avaliagao das variacdes percentuais da espessura do VD (figura 12)
corroborou os dados observados nos valores absolutos da espessura do VD.
Similarmente, as variagdes significativas da espessura do grupo Intermitente
ocorreram a partir de 48 horas. Entretanto, este parametro foi observado

apenas no momento 96 horas no grupo Continuo.
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Figura 12. Variacdes percentuais da espessura da parede livre do VD dos grupos
submetidos a sobrecarga sistolica continua e intermitente.
* p<0,001 quando comparado ao seu respectivo instante Basal,
# p<0,001 quando comparado ao grupo Sham para o mesmo instante;
§ p<0,02 quando comparado ao grupo Continuo para 0 mesmo instante

7.2.2. Espessura Septal. A tabela 4 mostra a espessura da parede septal
dos grupos Sham, Intermitente e Continuo ao longo do protocolo de
sobrecarga sistolica. Foi observado um aumento nédo significativo de 0,6%
para o grupo Continuo e de 3,5% para o grupo Intermitente ao final do

protocolo (p=0,865 para o fator tempo; p=0,491 para o fator grupo).
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Tabela 4: Espessura do septo interventricular nos grupos sham, Continuo e

Intermitente, medida pelo ecocardiograma.

Espessura Septal (mm)

Tempo
(horas) Sham Continuo Intermitente
(n=7) (n=9) (n=11)

Pré-op 4,94 +0,37 4,98 0,59 4,88+ 0,42
0 4,97 £ 0,54 5,20+0,39 5,06 + 0,44
24 4,80 + 0,50 5,06 + 0,55 4,98 + 0,45
48 4,97 +0,31 5,01 +0,58 4,88 + 0,37
72 4,93+ 0,40 5,00 + 0,56 4,90+ 0,40
96 5,00 + 0,30 5,01+ 0,59 5,05+ 0,43

Valores (mm) = média + desvio padréo

7.2.3. Espessura do Ventriculo Esquerdo. A tabela 5 descreve a
espessura da parede do VE dos grupos Sham, Intermitente e Continuo ao
longo do protocolo de sobrecarga sistélica. Nao foram observadas variacdes
da espessura do VE ao longo do protocolo (p=0,934 para o fator tempo).
Apesar da Andlise de Variancia de dois fatores detectar diferenca
significativa (p<0,001) para o fator grupo, nos momentos zero e 24 horas, 0
protocolo de sobrecarga sistdlica do VD nado promoveu alteracOes

significativas da parede livre do VE ao final do protocolo.
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Tabela 5: Espessura do ventriculo esquerdo nos grupos Sham, Continuo e

Intermitente, medida pelo ecocardiograma.

Espessura do VE (mm)

Tempo
(horas) Sham Continuo Intermitente
(n=7) (n=9) (n=11)

Pré-op 4,93+0,31 4,68 £ 0,47 5,05+0,16
0 4,91 + 0,30 4,74 + 0,46 5,17 + 0,21*
24 4,90 +0,43 4,74 £ 0,37 5,18 + 0,26*
48 5,00 +0,28 4,75 + 0,45 514 +0,24
72 491+ 0,42 4,74 + 0,39 5,09+ 0,20
96 5,01+0,34 4,78 £ 0,47 516+ 0,24

Valores (mm) = média + desvio padréo
* p<0,03 quando comparado ao grupo Continuo para 0 mesmo instante.

7.2.4. Volume Diasto6lico Final do Ventriculo Direito. A tabela 6 mostra os
dados do volume diastélico do VD ao longo do protocolo de sobrecarga
sistélica. A Analise de Variancia de dois fatores para este parametro mostrou
diferenca significativa entre os grupos (p<0,001) e ao longo do tempo
(p=0,024). Nao foram observadas variacdes significativas nos valores
absolutos deste parametro no grupo Intermitente em relagéo ao grupo Sham.
Por outro lado, o grupo Continuo desenvolveu uma dilatagéo significativa do

VD no momento 24 horas quando comparado ao grupo Sham, que regrediu
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discretamente até o final do protocolo, porém manteve-se significativamente

maior que 0s grupos intermitente e Sham.

Tabela 6: Volume diastdlico final do VD nos grupos sham, Continuo e
Intermitente, medido pelo ecocardiograma.

Volume Diastélico Final do VD

Tempo (horas) Sham Continuo Intermitente
(n=7) (n=9) (n=11)
Pré-op 2,05+0,34 2,97 +1,19 2,44 + 0,59
0 2,01 +£0,77 4,40 + 1,940 3,46 +1,70
24 2,49 £ 0,77 5,82 + 2,22*a 4,07 +£1,93
48 2,34 £ 0,52 4,92 + 1,68c 2,84 + 0,90T
72 2,13+0,50 5,38 £+ 2,781 2,72 0,76T
96 2,07 £ 0,56 5,32 + 3,00a 2,69 + 1,51T

Valores (ml) = média + desvio padréo
* p<0,001 quando comparado ao seu respectivo instante Basal;
o p<0,001 quando comparado ao grupo Sham para 0 mesmo instante;
+ p<0,001 quando comparado ao grupo Continuo para 0 mesmo instante.

A Figura 13 mostra o gréafico da variagdo percentual do volume diastolico
do VD ao longo do protocolo de sobrecarga sistolica. Foi observada
diferenca significativa entre os grupos (p<0,001) e ao longo do protocolo
(fator tempo, p=0,01). Assim, foram também observados aumentos
significativos deste parametro em ambos os grupos Continuo (96,1%) e

Intermitente (66,8%) no momento 24 horas. No entanto, a variacao

percentual do volume diastélico do VD, neste mesmo momento, estava
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significativamente maior apenas no grupo Continuo em relacdo ao grupo

Sham (p=0,007).
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Figura 13: Variagdo percentual do volume diastélico do VD dos grupos Sham, Continuo e
Intermitente.
p<0,001 quando comparado ao seu respectivo instante Basal
# p<0,001 quando comparado ao grupo Sham para 0 mesmo instante.

7.2.5. Avaliagdo Funcional do VD

7.2.5.1 Fracdo de Ejecdo de Ventriculo Direito. A Tabela 7 mostra os

dados da fracdo de ejecdo do VD dos grupos Sham, Continuo e Intermitente.
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A Andlise de Variancia deste parametro mostrou diferenca significativa para
o fator grupo (p<0,001) e ao longo do tempo (p<0,001), apesar da fragéo de
ejecao do VD permanecer dentro dos limites da normalidade durante todo o
protocolo de sobrecarga sistolica de VD. Os animais do Grupo Intermitente
apresentaram uma queda significativa da fracao de ejecao logo apds o inicio
do protocolo de treinamento (momento basal), retornando a valores
préximos aos encontrados no momento pré-operatério. No momento 24
horas, ambos 0s grupos apresentaram reducao significativa da fracdo de
ejecdo do VD, quando comparados ao grupo Sham. Apo6s 48 horas de

treinamento, houve recuperacéo deste parametro em ambos 0S grupos.

Tabela 7: Fracdo de ejecdo do VD nos grupos sham, Continuo e
Intermitente, medido pelo ecocardiograma.

Frac&do de Ejecédo do VD

Tempo (horas) Sham Continuo )
Intermitente
(n=7) (n=9) (n=11)

Pre-op 77,43 + 4,89 67,89 + 6,68 67,18 + 10,03
0 70,00 + 6,27 53,00 + 22,76 47,18 + 26,11*
24 76,14 + 5,90 48,33 + 20,45+ 56,45 + 18,837

48 77,29 £ 6,24 61,11 + 20,43 69,82 + 8,92

72 76,00 + 6,78 65,89 + 13,18 75,09 + 9,40

96 74,71 + 4,19 65,56 + 11,54 77,27 +7,79

Valores (%) = média + desvio padrao
* p<0,02 quando comparado ao seu instante Basal;
1 p<0,02 quando comparado ao grupo Sham para 0 mesmo instante.
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7.2.5.2 indice de Desempenho Miocardico do Ventriculo Direito. Na
figura 14, encontram-se os valores do IDM do VD na condi¢cdo de repouso e
ao longo do protocolo. Foi observada diferenca significativa apenas entre os
grupos (p<0,001), evidenciada no grupo Continuo contra o grupo Sham, nos
momentos 72 horas (p= 0,009) e 96 horas (p= 0,04), e contra 0 grupo
Intermitente no momento 96 horas (p< 0,001). Em relacdo ao aspecto

temporal, ndo houve diferencas significativas (p= 0,73).

*p=0,04
# p<0,001

0.6

Bsham BEContinuc Bintermitente

0d
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Figura 14: Evolucéo do indice de desempenho miocérdico nos grupos sham,
continuo e intermitente durante o protocolo de estudo. Valores =
média + desvio padrao.

* p=0,04 quando comparado ao grupo Sham para o mesmo
instante;
# p<0,001 quando comparado ao grupo Intermitente para 0 mesmo
instante.
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7.3. Achados Morfoldgicos

7.3.1. Pesagem das Massas Cardiacas. A figura 15 mostra a
representacdo grafica do peso das massas cardiacas, indexados para o
peso corporal dos animais, nos grupos Sham, Continuo e Intermitente. O
grupo submetido ao protocolo de sobrecarga intermitente do VD apresentou
aumentos significativos nas massas do VD (92,1%) e Septo (46,5%) em
relacdo ao grupo Sham, enquanto que, no grupo Continuo, foi observado um
aumento significativo apenas da massa septal (37,2%). O protocolo de

sobrecarga sistélica do VD néo influenciou a massa muscular do VE

(p=0,217).
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Figura 15: Massas do VD, Septo e VE (indexada para o peso corporal) nos grupos
Sham, Continuo e Intermitente. Valores (g/kg) = Média = Desvio Padréo.

* p<0,05 quando comparado ao grupo Sham.
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7.3.2. Contetldo de Agua das Massas Cardiacas. A tabela 8 mostra o
conteldo de agua do VD, Septo e VE nos grupos Sham, Continuo e
Intermitente. O VD e Septo dos grupos submetidos a sobrecarga sistélica
continua e intermitente do VD apresentaram um aumento discreto, porém
significativo, do conteddo de &gua (VD, p=0,001; Septo, p=0,0004) em
relacdo ao grupo Sham. J& em relacdo ao contetudo de agua do VE, ndo foi
observada diferenca significativa do conteddo de agua entre 0s grupos

(p=0,17).

Tabela 8: Contetdo de Agua das Massas Cardiacas.

Contetdo de Agua

Massas
i Sham Continuo .
Cardiacas Intermitente
(n=6) (n=9) (n=11)
VD 78,84+241  8159+107*  81,84+1,11*
SEPTO 7711+2,08  79,69+0,62* 79,45+ 0,62*
VE 78,20 + 1,89 79,23 + 0,80 79,13 + 0,67

Valores (%) = média + desvio padréo
* p<0,0014 quando comparado ao grupo Sham.

7.3.3. Razdo Volume/Massa do VD.
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A tabela 9 mostra a relacdo volume pela massa pesada e indexada
do VD, apoOs as 96 horas de estudo. Embora ndo tenha sido detectada
diferenca significante, observou-se uma tendéncia a menor relagéo volume /

massa no grupo Intermitente, quando comparado aos demais grupos.

Tabela 9. Relacdo Volume / Massa do VD apdés 96 horas de estudo,
medidos pelo ecocardiograma e por balanca de precisdo nos grupos Sham,

Continuo e Intermitente.

SHAM CONTINUO INTERMITENTE Valor de
(n=7) (n=5) (n=10) p
2,83+ 0,86 3,29 + 1,08 2,28+ 1,24 0,24

Valores (ml/g/kg ) = média + desvio padréo

7.4 Metabolismo Energético

7.4.1. Atividade méaxima da enzima Glicose-6-Fosfato Desidrogenase. A
tabela 10 mostra os valores absolutos da atividade maxima da enzima G6PD
nos grupos Sham, Continuo e Intermitente, assim como a representacéo
grafica da dispersdo dos valores (figura 16). Houve uma tendéncia a maior
atividade desta enzima no VD do grupo Continuo quando comparado aos
demais grupos, ndo tendo atingindo significancia estatistica em funcdo da
grande variabilidade dos valores (p=0,47). Além disso, ndo foram
observadas diferencgas significativas entre os grupos para o VE (p=0,07) e

Septo (p=0,95).
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Tabela 10. Atividade maxima da enzima Glicose-6-Fosfato
Desidrogenase (G6PD) no ventriculo direito (VD), ventriculo
esquerdo (VE) e septo interventricular nos grupos Sham, Continuo

e Intermitente.

SHAM CONTINUO INTERMITENTE  Valor

(n=7)* (n=8)* (n=10)* de p

VD 3,03+ 0,86 4,12 +2,02 3,39+1,92 0,47
VE 1,74 +0,36 1,39 +0,30 1,40 +0,25 0,07
Septo 1,59+ 0,17 1,62 +0,34 1,58 + 0,22 0,95

Valores = média + desvio padréo;
Medidas: nmol/min/mg de proteina;
¢ n variavel para massa cardiaca (disponivel para andlise).

VENTRICULO DIREITO SEPTO VENTRICULO ESQUERDO
g - , o L 7
£ ¢ ’ 64 64
% i p=0,47 4 . 54 p=0,95 5 p=0,07
g o . o 4 44
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e 24 -~ v o 24 e v, » 24 . .
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Figura 16. Atividade maxima da enzima Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PD)
no miocardio dos grupos Sham, Continuo e Intermitente de acordo com o
local de analise no miocéardio. Medidas: nmol/min/mg de proteina). Sham:

n= 7, Continuo: n= 8 e Intermitente: n= 10 (disponiveis para analise).
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Em funcdo desta maior variabilidade dos valores observados nos
grupos submetidos a sobrecarga sistélica do VD, optou-se por analisar a
razdo dos valores da atividade méxima desta enzima no VD pelo VE. Esta
analise revelou um aumento de 130,1% desta razdo no grupo Continuo
(p=0,01) e de 39,8% no grupo Intermitente (p=0,76), quando comparados ao
grupo Sham (figura 17). O fato de néo ter sido observada diferenca na
atividade maxima da G6PD no VE dos grupos estudados reforca a idéia de
gue o aumento desta razdo poderia ser explicado por uma maior atividade
desta via metabodlica no VD do grupo Continuo. A mesma analise foi
aplicada para a razdo entre o Septo e o VE, ndo sendo evidenciada

diferenca estatistica para a atividade maxima da G6PD (p=0,19).

p<0,05

ESham
B Continuo

B ntermitente

Razio VD/VE G6PD

Figura 17; Razao da atividade maxima da enzima Glicose-6-Fosfato Desidrogenase
(G6PD) do ventriculo direito, normalizada para sua atividade do ventriculo
esquerdo nos grupos Sham, Continuo e Intermitente. Valores = média +
desvio padrdo; Sham: n= 5; Continuo: n= 5; Intermitente: n= 10 (disponiveis
para analise). * p<0,05 quando comparado aos grupos Sham e Intermitente.
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7.4.2. Atividade méxima da enzima Hexoquinase. Os dados da atividade
méxima desta enzima estdo demonstrados na tabela 11, bem como a
representacdo grafica da dispersdo dos valores (figura 18). N&o se

evidenciou diferenca significativa para as massas cardiacas entre 0s grupos.

Tabela 11. Atividade maxima da enzima Hexoquinase (HK) do miocéardio do
ventriculo direito (VD), ventriculo esquerdo (VE) e septo

interventricular nos grupos SHAM, Continuo e Intermitente.

SHAM CONTINUO  |NTERMITENTE
(n=7y* (n=8)* (n=10)* Valor de p
vp = 910%124  7,38x356 6,60 + 3,10 0,98
VE 2,87 £ 0,46 2,51 +0,57 2,56 +0,72 0,54
Septo 7,37 £1,29 7,09 £ 2,24 6,77 £ 1,55 0,19
Valores = média + desvio padréo; Medidas: nmol/min/mg
* n variavel para cada massa cardiaca (disponivel para anélise).
VENTRICULO DIREITO SEPTO VENTRICULO ESQUERDO
g 15 15+ 18
% H'II- p=0,98 i : p=0,19 " p=0,54
B . ] _= N v
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Figura 18. Atividade méaxima da enzima Hexoquinase (HK) do ventriculo direito,
ventriculo esquerdo e septo interventricular dos grupos Sham, Continuo
e Intermitente. Medidas: nmol/min/mg de proteina. SHAM: n= 7,

Continuo: n= 8 e Intermitente: n= 10 (disponiveis para andlise).
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A semelhanca da analise da enzima G6PD, a razdo dos valores da
atividade maxima da Hexoquinase no VD pelo VE foi também obtida e néo
revelou diferenca significativa entre os grupos (p=0,40), conforme

demonstrado na figura 19.
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Figura 19: Razao da atividade maxima da enzima Hexoquinase (HK) do ventriculo
direito, normalizada para sua atividade do ventriculo esquerdo nos
grupos Sham, Continuo e Intermitente. Valores = média * desvio
padrdo; Sham: n= 7; Continuo: n= 8; Intermitente: n= 10 (disponiveis
para analise; p=0,40).

Quanto a razao da atividade maxima da hexoquinase no septo pelo
VE, também n&o se observou diferenca significativa entre 0s grupos
(p=0,82)
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7.4.3. Atividade maxima da enzima Lactato Desidrogenase. Os dados da
atividade méxima desta enzima estdo demonstrados na tabela 12, bem
como a representacdo grafica da dispersdo dos dados (figura 20). Da
mesma forma, ndo se evidenciou diferenca significativa da atividade desta

enzima entre as massas cardiacas dos grupos.

Tabela 12. Atividade maxima da enzima Lactato Desidrogenase (LDH)
do miocardio do ventriculo direito (VD), ventriculo esquerdo (VE) e septo

interventricular nos grupos SHAM, Continuo e Intermitente.

SHAM CONTINUO  INTERMITENTE

Valor de P
(n=7)* (n=7)* (n=6)*
VD 0,32+0,07 0,41+0,33 1,04 +1,10 0,17
VE 280+257 1,83x0,76 5,23+ 3,75 0,10
Septo 3,14+3,03 4,39+1,66 6,25 + 3,48 0,25

Valores = média + desvio padréo; Medidas: nmol/min/mg
e n variavel para cada massa cardiaca (disponivel para analise)
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Figura 20. Atividade maxima da enzima Lactato Desidrogenase (LDH) do ventriculo
direito, septo interventricular e ventriculo esquerdo dos grupos Sham,
Continuo e Intermitente. Medidas: nmol/min/mg de proteina. SHAM: n= 7,
Continuo: n= 7 e Intermitente: n= 6 (disponiveis para analise).
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A razao dos valores da atividade maxima da Lactato Desidrogenase
no VD pelo VE foi também obtida e ndo revelou diferenca significativa entre

0s grupos, conforme demonstrado na figura 21.

0.6 -

- W 5ham B Continuo Hintermitente
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0.2 1

Figura 21: Razdo da atividade maxima da enzima Lactato Desidrogenase do
ventriculo direito, normalizada para sua atividade do ventriculo esquerdo nos
grupos Sham, Continuo e Intermitente. Valores = média + desvio padréo;
Sham: n= 7; Continuo: n= 7; Intermitente: n= 6 (disponiveis para analise;
p=0,78).

Em relacéo a razdo da atividade da lactato desidrogenase no septo

pelo VE, também n&o se observou alteracao significativa entre 0os grupos
(p=0,45)
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8. Discussao

8.1 Achados Principais. O presente estudo experimental procurou
comparar o processo hipertréfico do ventriculo direito de cabritos jovens
submetidos a sobrecarga sistolica intermitente versus continua por meio de
bandagem do tronco pulmonar. O grupo controle utilizado neste estudo
divergiu dos estudos prévios. A utilizagdo do grupo Sham (controle positivo)
teve como objetivo expor a possivel influéncia do procedimento cirtrgico na
fisiologia cardiaca quando comparado com os grupos de estudo, os quais
tiveram a participacao adicional da bandagem do tronco pulmonar.

Do ponto de vista hemodinamico, ambos os grupos de treinamento
ventricular foram capazes de promover hipertrofia ventricular quando
comparados ao grupo Sham. O grupo intermitente apresentou maior ganho
de massa muscular do ventriculo direito e septo interventricular em relacéo
ao grupo Sham, enquanto que o grupo continuo somente apresentou maior
ganho de massa no septo interventricular. 1Isso ocorreu a despeito de menor
tempo de exposicdo a sobrecarga sistélica no grupo intermitente. O
conteudo de agua no tecido, expressdao de edema celular, ocorreu em
ambos 0s grupos de treinamento de maneira similar, quando comparados ao
grupo Sham. Apesar deste aumento de conteldo de agua no tecido ter
ocorrido, a magnitude do mesmo foi pequena e o aumento de massa foi
predominantemente as custas de sintese proteica.

Houve disfuncdo ventricular transitoria nas primeiras 24 horas apoés a

bandagem em ambos os grupos de treinamento quando comparados ao
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grupo Sham, mais pronunciada no grupo continuo, que também evoluiu com
aumento do diametro diastélico do ventriculo direito. Apos 48 horas até o
término do protocolo, houve normalizacdo dos parametros ecocardiograficos
nos grupos de estudo. O indice de desempenho miocardico do grupo
Intermitente mostrou superioridade funcional em relacdo aos demais grupos.

Houve aumento da razdo da atividade méaxima da atividade da enzima
Glicose 6 Fosfato Desidrogenase do ventriculo direito, normalizada para sua
atividade do ventriculo esquerdo, no grupo continuo quando comparado ao

grupo intermitente e ao grupo Sham.

8.2 Parametros hemodinamicos. Nao houve alteracdo significativa da
pressdo arterial sistémica entre os grupos durante o protocolo. Como
esperado, o aumento do gradiente de pressédo entre o ventriculo direito e o
tronco pulmonar foi reflexo da propria constricdo do vaso pela bandagem,
visto que os gradientes dos grupos continuo e intermitente, semelhentes
entre si, foram significativamente maiores que os do grupo Sham em todos
os periodos do protocolo. Tanto a area de sobrecarga sistélica, quanto a
area sob a curva da relagdo VD/aorta demonstraram que, por efeito de
protocolo, o VD do grupo continuo foi exposto a maior sobrecarga sistolica
gue o intermitente. Nos periodos de descanso noturnos, o grupo intermitente
apresentava parametros hemodinamicos semelhantes ao grupo Sham.
Durante o periodo de sobercarga sistdlica diurna, o0s parametros
hemodinamicos do grupo intermitente eram mais pronunciados que o grupo

continuo inicialmente, e progressivamente se aproximavam ao longo do dia.
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Estes achados podem ser explicados pela intermiténcia do estresse sistélico,
com menor tensdo da parede ventricular, melhor perfusdo coronariana
subendocardica, permitindo assim melhor desempenho hemodinamico do

miocardio nos periodos iniciais de sobrecarga sistolica.

8.3 Parametros ecocardiograficos. Os achados ecocardiograficos
apontam um ganho significativo de espessura da parede livre do VD do
grupo Intermitente a partir de 72 horas, corroborando com o respectivo
aumento da massa do VD. Entretanto, as espessuras septais ndo se
alteraram sob a andlise ecocardiografica, o que diverge do aumento
significativo da massa septal de ambos os grupos na pesagem, ao final do
protocolo. Talvez, esta divergéncia possa ser explicada pela dilatacédo
ventricular e pelo maior teor de proteina e densidade muscular desta parede,
ainda sem o proporcional aumento macroscopico visivel ao ecocardiograma.

A maior dilatacdo do VD observada através do ecocardiograma nos
animais do grupo continuo pode representar um custo fisiopatolégico maior
para o miocardio submetido ao estresse sistélico continuamente, sem o
descanso alternado com a sobrecarga sistélica do grupo intermitente.

Houve queda significativa da fracdo de ejecdo 24 horas ap0s o inicio
do protocolo em ambos o0s grupos de estudo, com recuperacdo nas
proximas 24 horas. Este achado é compativel com o periodo de adaptagéo
do ventriculo direito a sobrecarga sistolica aguda imposta pela bandagem.
Tais achados sdo comuns na pratica clinica em criancas submetidas a

bandagem do tronco pulmonar, o que requer frequentemente suporte
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inotropico transitorio, a fim de vencer o periodo de adaptacdo miocéardica a
sobrecarga aguda de pressdo °.

Sabe-se que a avaliacdo da funcdo do VD apresenta limitacdes
importantes, pelas inferéncias geomeétricas assumidas para o calculo da
fragcdo de ejecdo, devido ao formato da cavidade em “lua crescente”, sua
grande relacdo area/volume e a separacdo entre suas vias de entrada e
saida. Aléem disso, a FEVD, que avalia a funcdo sistolica, foi realizada
através do método de Simpson modificado, cujas limitacdes sdo relevantes
para esta analise. Portanto, uma analise ecocardiografica mais profunda do
desempenho ventricular esta sendo conduzida no laboratério, ndo somente
em repouso, como também durante o estresse farmacoldgico, na tentativa
de se evidenciar o protocolo de melhor retreinamento ventricular sob o ponto
de vista funcional.

O indice de permormance miocardica ou indice de Tei tem como
objetivo refletir de maneira mais fidedigna as repercussdes funcionais do
ventriculo direito, por ndo depender da analise da morfologia ventricular, ser
tecnicamente obtido em projec¢des ecocardiograficas limitadas ou frequéncia
cardiaca elevada. O IDM é uma func@o ecocardiogréfica calculada pela
soma do tempo de contracdo isovolumétrico (refletindo a fungéo sistélica
ventricular) com o tempo de relaxamento isovolumétrico (refletindo a funcéo
diastélica ventricular), divididos pelo tempo de ejecdo. Um indice elevado
(>0,47 em adultos e >0,34 em crianc¢as) indica pior funcé&o miocéardica e vice-

versa. Observou-se um aumento do indice de desempenho miocérdico no
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grupo Continuo, nos periodos 72 horas e 96 horas do protocolo, quando
comparados com 0s grupos Sham e Intermitente ao final do protocolo.

Perrino et al.*® analisaram a hipertrofia do VE em ratos submetidos &
bandagem do arco aortico, de forma continua e intermitente, comparando-os
a ratos submetidos a exercicios fisicos de correr e nadar, durante o periodo
de quatro semanas. Tanto os exercicios fisicos, quanto a sobrecarga
intermitente, foram realizados por 90 minutos, duas vezes ao dia. Foi
observado um ganho de peso do VE do grupo intermitente semelhante aos
grupos de correr e nadar, em contraste ao grupo submetido a sobrecarga
continua do VE, que apresentou uma resposta hipertrofica mais expressiva.
Apesar da maior hipertrofia desenvolvida no grupo continuo, houve
significativa deterioracdo da funcdo cardiaca apds o protocolo de estudo,
demonstrada pelo ecocardiograma, 0 que corrobora os achados deste

estudo.

8.4 Parametros morfoldgicos. Inicialmente, previa-se uma hipertrofia
diferenciada, em favor do grupo continuo, pela maior exposi¢cao do miocardio
ao estimulo hipertréfico, quantificado pela maior area de sobrecarga sistolica
do VD. Entretanto, o grupo intermitente apresentou maior ganho de massa
do VD em relagcdo ao grupo Continuo. Além disso, o ganho de massa no
grupo Intermitente ocorreu no VD e septo interventricular, enquanto que no
grupo continuo somente no VD. Pode-se inferir que 0 aumento de massa
tenha ocorrido as custas de ganho muscular pois 0 aumento proporcional e
de pequena magnitude do conteddo de agua nao poderia explicar as
diferencas entre os grupos de estudo. Os dados ecocardiograficos de maior

espessura do ventriculo direito corroboram esta inferéncia.
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A maior eficiéncia da sobrecarga sistélica intermitente pode estar
relacionada ao disparo do estimulo hipertréfico e da cascata de sintese
protéica da mesma forma que no grupo continuo, porém com menor gasto
energético para o miocardio. Provavelmente, o mecanismo deste processo
hipertréfico desencadeado pela cascata molecular pode se desenvolver em
boas condi¢cbes durante os periodos de descanso e transporte de oxigénio
ideal, e, por isso, sem o0 desenvolvimento de fibrose decorrente de isquemia
relativa. Portanto, é necessario considerar o tipo de treinamento em relacao
ao grau e a duracdo da sobrecarga sistélica e seu impacto no miocardio.
Abduch et al.*® demonstraram ndo somente a presenca de hipertrofia dos
cardiomidécitos do ventriculo direito e dos seus respectivos nucleos, como
também maior proliferacéo celular dos elementos contrateis e ndo contrateis
para ambos os grupos estimulados, sem aumento do colageno intersticial. E
importante salientar que provavelmente ndo foram encontradas diferencas
entre 0s grupos, no que se refere a ocorréncia de fibrose, pois trata-se de

1.*2 obtiveram a

estudo experimental de 96 horas de duracdo. Le Bret et a
hipertrofia do VD de ovelhas com apenas duas horas de sobrecarga sistdlica
do VD por dia, durante um periodo de cinco semanas. A fibrose foi, no
entanto, observada nos animais submetidos ao regime de bandagem
convencional e naqueles submetidos a apenas dois reajustes da sobrecarga
sistélica do VD, durante o protocolo de cinco semanas. Focos de necrose

7-10

celular em graus varidveis no miocardio hipertrofiado™", e a consequente

disfuncdo ventricular tardia também ja foram demonstrados em coragfes
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submetidos a estresse sistolico agudo, provavelmente por desequilibrio entre
a relacdo de oferta e consumo de oxigénio no miocardio hipertréfico.?
Talvez os periodos de descanso intermitente ao longo do protocolo
possam otimizar o fluxo coronariano subendocardico e, consequentemente,
maior aporte de substratos para o processo hipertréfico do miocardio,
limitando assim a intensidade do estresse sistdlico imposto ao VD do grupo

continuo.

8.5 Metabolismo Energético. Este estudo buscou avaliar diferencas
qualitativas do processo de hipertrofia miocérdica induzida por sobrecarga
de pressao continua e intermitente, por meio de marcadores biologicos que
expressem eventuais modificacdes fenotipicas do metabolismo energético.
Foi demonstrado que a atividade das enzimas Lactato Desidrogenase e
Hexoquinase ndo diferiu entre os grupos. Provavelmente, o periodo de 96
horas de sobrecarga sistdlica ndo tenha sido suficiente para evidenciar
diferencas entre 0s grupos, no que tange ao metabolismo anaerdbio e/ou
incremento da glicdlise no cardiomidcito.

Sabe-se que o grau de modulacdo metabdlica € um importante
determinante da mudanca de substrato energético do cardiomiécito como
funcdo adaptativa ou mal adaptativa, no contexto de estados que levem a
hipertrofia patoldgica. Foi demonstrado experimentalmente que a glicolise
encontra-se aumentada na hipertrofia cardiaca da hipertenséo induzida por
bandagem aoértica ou pela hipertensédo pulmonar.”®%#82 por outro lado, a
oxidacdo de acidos graxos de cadeia longa encontra-se diminuida nos

coracOes hipertrofiados, quando comparados aos coracfes normais. Estas
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alteracdes podem contribuir para uma maior suscetibilidade dos coracoes
hipertrofiados a lesdo durante a isquemia e reperfusdo, e assim
comprometer a funcdo contratil do miocardio. Entretanto, esta observacéo
depende do grau de hipertrofia cardiaca, da sobrecarga sistdlica, e da
expressdo genética individual que codifica a atividade enzimatica, cuja
influéncia nos resultados deste modelo experimental agudo € desconhecida.

Por outro lado, o aumento significativo da razdo da atividade da
enzima G6PD no ventriculo direito submetido a sobrecarga sistdlica continua
€ relevante. Este achado denota uma exacerbacao do ciclo das pentoses
Fosfato. O significado desta maior atividade enzimatica no grupo continuo
pode corresponder a perda do equilibrio redox, com maior producédo de
NADPH e glutationa reduzida e o desencadeamento do estresse redutivo,
além do estresse oxidativo derivado de anions superoxido relacionados a
NADPH oxidase®. Em condicées patoldgicas, ha formacdo de NADPH por
ativacdo da G6PD ap6s o estimulo de uma série de fatores como a
angiotensina I, trombina e fator de necrose tumoral alfa.®® 8 8 A
cardiomiopatia relacionada a agregacao protéica e lesdo miocéardica seria a
consequéncia final. Provavelmente, o modelo experimental crénico poderia
identificar alteragBes estruturais e ecocardiograficas compativeis com esta
premissa.

Na literatura, tanto a maior, quanto a menor atividade de G6PD, estéo

associadas a doengas. Todavia, crescentes evidéncias apontam para a

associacao da maior atividade de G6PD com o estresse oxidativo e redutivo,
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sendo que novas drogas tem sido desenvolvidas a fim de inibir sua
atividade.®®
Por exemplo, pacientes portadores de diabetes mellitus apresentam
aumento da atividade de G6PD e dos niveis de NADPH e isso foi associado
a disfuncéo endotelial por inibicdo da sintese de 6xido nitrico.® Embora os
mecanismos responsaveis pela maior producao de radicais livres no coracao
ndo sejam completamente entendidos, foi proposto que a oxidacao
aumentada de Glicose aumente o potencial da membrana mitocondrial,
incrementando assim a atividade de NADPH oxidase no sistema vascular,
que aumenta a producdo de anions superéxido.®”:®8 Esses dltimos seriam
mediadores da vasculopatia do diabetes e precursores da disfuncdo
miocérdica relacionada & doenca.?**
Na insuficiéncia cardiaca induzida por marcapasso, existe uma
expressdo aumentada em dez vezes de G6PD, quando comparada a

coracbes normais.®” A

inibicho da atividade de G6PD melhora a
hipertensdo pulmonar hipdxica crénica. Finalmente, a G6PD participa na
hipertrofia de células musculares lisas mediadas pela angiotensina Il e no
desenvolvimento de aterosclerose. Estudos recentes mostraram que a
G6PD tem atividade aumentada em adip6citos de ratos, induzindo
desregulacédo hormonal, que induz obesidade e resisténcia a insulina.®
Portanto, a maior expressao de G6PD observada no grupo Continuo
pode desencadear a lesdo miocéardica induzida por acumulo de anions

superoxido e agregacdo proteica, subsequentemente levando a disfuncéo

ventricular, caso a sobrecarga persista. Entretanto, outros mecanismos de
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acdo do G6PD na insuficiéncia cardiaca sdo desconhecidos e ndo podem
ser descartados, fazendo parte de varias linhas de pesquisa em todo o

mundo.

8.6 Limitacdes do estudo. O estudo segue linha de pesquisa bem
estabelecida na instituicdo, com modelo experimental consagrado em
pesquisas prévias. Embora este modelo tenha tais caracteristicas, existe
limitacdo em transpor seus resultados para a pratica clinica em humanos,
por varios motivos listados a seguir:

1) Os aspectos morfologicos e de metabolismo podem divergir entre as
espécies;

2) Os animais ndo eram portadores de transposicdo das grandes artérias,
portanto o ventriculo em estudo (anatomicamente direito), ndo € o mesmo da
populacao alvo em humanos (anatomicamente esquerdo).

3) Apesar de nao se tratar de estudo crénico e o tempo maximo ser de 96
horas, a infra-estrutura do laboratorio ainda € inadequada para a
manutencdo de animais em condi¢cfes ideais de temperatura e cuidados
pdos-operatorios, o que poderia influenciar os resultados.

4) O método de analise da atividade enziméatica foi dependente de um Unico
examinador experiente com a técnica. Apesar disso, houve grande disperséo
em parte dos resultados desta analise. O concurso de um segundo
examinador, com analise de concordancia entre eles, poderia minimizar este

problema.
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A atividade enzimética do metabolismo energético do miocardio, nos
dois protocolos de sobrecarga sistélica, foi estudada apenas no momento do
sacrificio do animal, podendo assim ndo expressar amplamente nos diversos
momentos ao longo do estudo. Além disso, o ideal seria também analisar o
produto final da atividade dessas enzimas, ja que existem muitas influéncias
de outras vias do metabolismo energético. Portanto, € dificil inferir
definitivamente, com base na atividade de uma enzima especifica, a respeito
de um processo de hipertrofia que envolve multiplos fatores. Nesta linha de
raciocinio, a complementacdo da relacdo dos achados bioquimicos com
aspectos morfoldgicos seria essencial. Assim, futuros estudos da producéo
de radicais livres e apoptose podem agregar informacdes interessantes a

esta linha de pesquisa.
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Q. CONCLUSOES

1- A sobrecarga sistdlica de forma intermitente permitiu uma hipertrofia do
VD mais eficiente que no grupo submetido & sobrecarga sistélica de forma

continua, considerando sua menor area de sobrecarga sistolica do VD;

2- O desempenho funcional do miocardio submetido a sobrecarga

sistdlica Intermitente foi mais favoravel que na sobrecarga sistélica continua;

3- O ganho de massa atingido no VD do grupo Intermitente
provavelmente foi devido a sintese protéica aumentada, ndo acompanhada

de edema miocardico importante;

4-  N&o houve diferencas na atividade maxima das enzimas Hexoquinase
e Lactato Desidrogenase nos grupos submetidos a sobrecarga sistélica do

VD.

5-  Houve um aumento na atividade da G6PD no miocardio do VD dos

animais do grupo Continuo, quando comparado ao grupo Intermitente.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Atividade maxima da enzima Glicose 6 Fosfato Desidrogenase
(nmol/min/mg de proteina) no VD dos animais do grupo Sham.

animais G6PD (VD)

290408-C 2,04
240408-AC 3,78
240408-BC 4,32

150408-C 2,28
6427(280208) 2,9
1503(290208) 2,39

290508-C 3,53

Anexo 2: Atividade maxima da enzima Glicose 6 Fosfato Desidrogenase
(nmol/min/mg de proteina) no VD dos animais do grupo Continuo.

animais G6PD (VD)
2706-AEC 2,78
2706-BEC 1,92

1608-EC 1
140308-EC 5,92
220808-EC 4,7

060209-AEC 4,53
170409-AEC 5,28

290509-EC 6,79



Anexos 97

Anexo 3: Atividade méxima da enzima Glicose 6 Fosfato Desidrogenase
(nmol/min/mg de proteina) no VD dos animais do grupo Intermitente.

animais G6PD (VD)

1605AEI 2,02
1605BEI 1,58
230596 1,43
0606-El 1,27
140308El 6,95
141108-El 4,02
051208-El 3,7
060209-BEl 4,27
170409-BEI 5,73
220509-El 2,95

Anexo 4: Atividade maxima da enzima Glicose 6 Fosfato Desidrogenase
(nmol/min/mg de proteina) no VE dos animais do grupo Sham.

animais G6PD (VE)
280208-C 1,43
150408-C 1,49
240408-AC 1,84
240408-BC 2,4
290408-C 1,72
290508-C 1,58

Anexo 5: Atividade maxima da enzima Glicose 6 Fosfato Desidrogenase
(nmol/min/mg de proteina) no VE dos animais do grupo Continuo.

animais G6PD (VE)
140308-EC 1,61
220808-EC 1,62
060209-AEC 0,89
170409-AEC 1,43

290509-EC 1,4
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Anexo 6: Atividade maxima da enzima Glicose 6 Fosfato Desidrogenase
(nmol/min/mg de proteina) no VE dos animais do grupo
Intermitente.

Animais G6PD (VE)
1605AEI 1,2
1605BEI 1,45
2305-AEl 1,05
0606-EI 191
140308El 1,35
051208-El 1,48
060209-BEI 1,13
170409-BEI 1,4
220509-El 1,52

Anexo 7: Atividade maxima da enzima Glicose 6 Fosfato Desidrogenase
(nmol/min/mg de proteina) no septo interventricular dos animais
do grupo Sham.

Animais G6PD (Septo)
280208-C 1,45
290208-c 1,44
150408-C 1,73
240408-AC 1,46
240408-BC 1,89
290408-C 1,56
290508C 1,59

Anexo 8: Atividade maxima da enzima Glicose 6 Fosfato Desidrogenase
(nmol/min/mg de proteina) no septo interventricular dos animais
do grupo Continuo.

Animais G6PD (Septo)
140308EC 2,04
220808EC 1,82

060209-AEC 1,67
170409-AEC 1,43

290509-EC 1,17
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Anexo 9: Atividade maxima da enzima Glicose 6 Fosfato Desidrogenase
(nmol/min/mg de proteina) no septo interventricular dos animais
do grupo Intermitente.

Animais G6PD (Septo)
140308El 1,76
141108-El 1,24
051208-El 1,68

060209-BEI 1,45
170409-BEI 1,83
220509-El 1,55

Anexo 10: Atividade maxima da enzima Hexoquinase (nmol/min/mg de
proteina) no VD dos animais do grupo Sham.

Animais HK (VD)
290408-C 10,16
240408-AC 6,56
240408-BC 8,67
150408-C 9,26
6427(280208) 9,68
1503 (290208) 9,24
290508C 10,14

Anexo 11: Atividade maxima da enzima Hexoquinase (nmol/min/mg de
proteina) no VD dos animais do grupo Continuo.

Animais HK (VD)
2706-AEC 14,13
2706-BEC 10,11

1608-EC 5,2
140308EC 8,89
220808EC 7,68

060209-AEC 4,06
170409-AEC 3,82

290509-EC 5,16
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Anexo 12: Atividade maxima da enzima Hexoquinase (nmol/min/mg de
proteina) no VD dos animais do grupo Intermitente.

Animais HK (VD)
1605AEI 6,96
1605BEI 8,44
2305-AEl 8,56
0606-EI 13,72
141108El 3,97
051208-El 3,66
060209-BEI 4,94
170409-BEI 4,92
220509-El 3,93

Anexo 13: Atividade maxima da enzima Hexoquinase (nmol/min/mg de
proteina) no VE dos animais do grupo Sham.

Animais HK (VE)
280208C 2,27
150408C 2,47
240408AC 3,55
240408BC 3,02
290408C 3,04
290508C 2,84

Anexo 14: Atividade maxima da enzima Hexoquinase (nmol/min/mg de
proteina) no VE dos animais do grupo Continuo.

Animais HK (VE)
2706AEC 2,56
2706BEC 1,77
140308EC 2,59
060209AEC 2,88
170409AEC 3,3

290509EC 1,95
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Anexo 15: Atividade maxima da enzima Hexoquinase (nmol/min/mg de
proteina) no VE dos animais do grupo Intermitente.

Animais HK (VE)
1605AEI 1,9
1605BEI 1,87
2305-AEl 2,54
2305BEI 1,75
0606EI 1,94
140308El 2,96
141108El 2,55
051208El 2,88
060209BEI 3,56
170409BEI 3,92
220509El 2,27

Anexo 16: Atividade maxima da enzima Hexoquinase (nmol/min/mg de

proteina) no septo interventricular do grupo Sham

Animais HK (Septo)
280208C 6,44
150408C 6,38
240408AC 7,09
290408C 9,54
290508C 7,4

Anexo 17: Atividade maxima da enzima Hexoquinase (nmol/min/mg de

proteina) no septo interventricular do grupo Continuo

Animais HK (Septo)
2706AEC 5,35
2706BEC 3,77
140308EC 7,99
220808EC 8,37

060209AEC 5,83

170409AEC 10,45
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290509EC 7,89

Anexo 18: Atividade maxima da enzima Hexoquinase (nmol/min/mg de

proteina) no septo interventricular do grupo Intermitente

Animais HK (Septo)
1605AEI 4,3
1605BEI 5,03
2305AEI 7,04
2305BEl 6,16
0606EI 6,05
140308El 9,7
141108El 7,7
051208El 6,32
060209BEI 7,41
220509El 8

Anexo 19: Atividade maxima da enzima Lactato Desidrogenase

(nmol/min/mg de proteina) no VD do grupo Sham

Animais LDH (VD)
280208C 0,34
150408C 0,28
240408AC 0,41
240408BC 0,21
290408C 0,29
290508C 0,35

Anexo 20: Atividade maxima da enzima Lactato Desidrogenase

(nmol/min/mg de proteina) no VD do grupo Continuo

Animais LDH (VD)
140308EC 0,23
220808EC 0,37

060209AEC 0,37

170409AEC 0,98
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290509EC 0,12

Anexo 21: Atividade méaxima da enzima Lactato

(nmol/min/mg de proteina) no VD do grupo Intermitente

Animais LDH (VD)
140308EI 0,38
141108El 0,15
051208El 3,03
060209EI 1,2
170409BEI 0,19
220509EI 1,28

Anexo 22: Atividade méaxima da enzima Lactato

(nmol/min/mg de proteina) no VE do grupo Sham

Animais LDH (VE)
280208C 0,65
150408C 0,62
240408AC 0,82
240408BC 2,9
290408C 6,5
290508C 5,28

Anexo 23: Atividade méxima da enzima Lactato

(nmol/min/mg de proteina) no VE do grupo Continuo

Animais LDH (VE)
0407EC 1,13
140308EC 1,04
220808EC 1,53
060209AEC 2,78

170409AEC 2,72

Desidrogenase

Desidrogenase

Desidrogenase
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290509EC 1,78

Anexo 24:. Atividade méxima da enzima Lactato Desidrogenase

(nmol/min/mg de proteina) no VE do grupo Intermitente

Animais LDH (VE)
140308El 1,33
141108El 3,45
051208El 11,27
060209BEI 2,36
170409BEI 7,93
220509El 5,06

Anexo 25: Atividade méaxima da enzima Lactato Desidrogenase

(nmol/min/mg de proteina) no septo interventricular do grupo Sham

Animais LDH (septo)
280208C 0,39
150408C 1,48
240408AC 1,55
240408BC 7,83
290408C 4,46

Anexo 26: Atividade maxima da enzima Lactato Desidrogenase

(nmol/min/mg de proteina) no septo interventricular do grupo Continuo

Animais LDH (septo)
0407EC 6,85
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220808EC 2,35
060209AEC 4
170409AEC 3,82

290509EC 4,92

Anexo 27: Atividade maxima da enzima Lactato Desidrogenase

(nmol/min/mg de proteina) no septo interventricular do grupo Intermitente

Animais LDH (septo)
140308EI 2,68
141108El 4,8
060209BEI 5,09
170409BEI 6,8
220509El 11,9

Anexo 28: Peso das massas cardiacas do ventriculo direito, ventriculo
esquerdo e septo interventricular, indexadas pelo peso do animal (g/kg) apés

a eutanasia no grupo Sham.

Animais Peso VD Peso VE Peso Septo
290408C 0,85 1,52 0,88
240408AC 0,81 1,24 0,88
240408BC 0,81 1,34 0,85
150408C 0,56 1,14 0,74
6427(280208) 0,66 1,41 0,82
1503(290208) 0,73 1,35 0,78
290508C 0,91 1,64 1,04

Anexo 29: Peso das massas cardiacas do ventriculo direito, ventriculo
esquerdo e septo interventricular, indexadas pelo peso do animal (g/kg) ap6s
a eutanasia no grupo Continuo.

Animais Peso VD Peso VE Peso Septo
2706AEC 1,21 1,44 1,04
2706BEC 1,41 1,88 1,39
1608EC 1,19 1,31 0,96
140308EC 1,23 1,62 1,24

220808EC 1,15 1,66 1,37
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0407EC 11 1,75 1,21
060209AEC 1,29 1,25 11
170409AEC 1,02 1,55 1,09
290509EC 1,35 1,36 1,21

Anexo 30: Peso das massas cardiacas do ventriculo direito, ventriculo
esquerdo e septo interventricular, indexadas pelo peso do animal (g/kg) apos

a eutanasia no grupo Intermitente.

Animais Peso VD Peso VE Peso Septo
1605AEI 1,51 1,66 1,52
1605BEI 1,49 1,37 1,43
2305 1,92 1,79 1,77
0606EI 2,86 2,21 1,67
140308El 1,19 1,58 1,17
2305BEI 1,42 1,52 1,19
141108El 1,13 1,17 1,12
051208El 1,11 1,67 0,96
060209BEI 1,23 1,28 0,95
170409BEl 1,05 1,54 0,94
220509EI 1,19 1,91 1,11

Anexo 31: 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 Sham ao longo do protocolo.

Grupo Sham
Basal 1° dia 2° dia 3° dia 4° dia
Animal vD |SIV |VE 'vD |SIV | VE |VvD SIV |VE | VvD |SIV | VE | VD SIV | VE

280208C 0,31 /0,53 |0,54 |0,30 0,57 |0,51 |0,33 |0,54 | 0,5 |0,34 |0,51 0,52 |0,35 |0,52 |0,53
290208C 0,31 /0,54 | 0,5 /0,34 0,54 |0,51 |0,33 | 0,5 |0,56 /0,34 0,51 0,52 |0,34 |0,51 |0,53
150408C 0,33 |0,46 |0,46 0,34 0,46 /0,48 |0,33 |0,46 |0,48 |0,34 0,45 0,48 |0,35 |0,45 |0,46
240408BC 0,32 0,44 0,47 |0,33 |0,47 |0,48 0,35 /0,44 0,44 |0,34 |0.48 |0,48 |0,33 |0.49 (0,48
240408AC 0,35 /0,49 0,47 |0,32 |0,45 |0,47 |0,32 |0,43 0,47 |0,32 |0.52 | 0,5 |0,31 |0.47 (0,47
290408C 0,33 /0,52 |0,53 |0,34 0,55 |0,54 |0,35 |0,55 |0,53 |0,35 |0.54 0,54 |0,34 |0.56 |0,54

290508C 0,32 10,48 /0,48 |0,34 /0,44 |0,45 0,34 0,44 |0,45 0,34 |0.47 |0,46 0,34 |0.45 0,43
valores em cm
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Anexo 32: 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 Continuo ao longo do protocolo.

Grupo Continuo

Basal 1° dia 2° dia 3° dia 4° dia

Animal vD |SIV | VE |VvD |SIV | VE |VD | SIV |VE (VD |SIV | VE | VD |SIV | VE
2706-AEC 3 5 5 3 5 5 3 5 5 3 5 5 5 5 5
2706-BEC 4 5 5 3 5 5 3 5 5 3 5 5 4 5 5

1608-EC 3 4 4 3 5 4 4 4 4 35 4 4 5 4 4
140308EC 35 |51 |45 33 |54 (43 |35 |54 46 |37 |54 (47 |42 53 |44
220808EC 3.6 5 41 | 35 5 44 | 34 5 44 |34 |46 (41 |41 |47 |45

0407-EC 3 6 5 4 6 5 3 6 5 5 6 5 5 5
060209AEC 31 |44 |45 31 |48 (48 |35 |51 49 |33 5 5 3.2 5 5
170409AEC 31 |53 |53 34 |54 54 |34 5 5 33 |51 |52 |41 5

290509EC 3.2 35 35 45 5
valores em cm

Anexo 33: 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 Intermitente ao longo do protocolo.

Grupo Intermitente

Basal 1° dia 2° dia 3° dia 4° dia
Animal vD | SIV |VE VvD | SIV |VE VD |SIV |VE VD | SIV | VE | VD | SIV
1605AEl 2 5 5 2 5 5 3 5 5 4 5 5 5 5
1605BEI 2 5 5 3 5 5 3 5 5 3 5 5 5 5
2305 2 5 5 3 5 5 3 5 5 4 5 5 6 5
0608EI 3 4 5 2 4 5 2 4 5 6 4 5 6 4
140308El 33 149 |51 |31 49 |56 28 |46 |55 |4,2 5 56 |43 | 45
2305BEI 3 5 5 3 5 5 2 5 5 4 5 5 4 5
141108El 32 | 54 |54 |34 53 |53 37 |55 |55 4 46 |53 |43 5
051208El 34 | 54 |52 |34 55 |52 34 54 54|34 54 |55 45 |54
060209BEI 3 46 |48 |33 |55 |52 |32 |48 |49 31 | 48 5 5 4.8
170409BEI 35 45 5 33 54 54 33 |55 |55 |34 5 5 48 | 53
220509El 3,2 5 3,3 3,8 3,9 4.4

valores em cm

VE

alor| o] o) o1 O

53
54
4,8
5,4
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Anexo 34: Medidas ecocardiogréficas de volume diastélico final do ventriculo direito
(ml) e fracdo de ejecdo do ventriculo direito (%) do grupo Sham.

Grupo Sham
Basal 1° dia 2° dia 3° dia 4° dia
Animal vD |SIV ' VE |VvD SIV |VE ' vD SIV VE | vD SIV | VE VD |SIV | VE

280208C 0,31 /0,53 |0,54 /0,30 |0,57 |0,51 |0,33 |0,54 | 0,5 |0,34 |0,51 0,52 |0,35 |0,52 |0,53
290208C 0,31 /0,54 | 0,5 /0,34 0,54 |0,51 |0,33 | 0,5 |0,56 /0,34 |0,51 0,52 |0,34 |0,51 |0,53
150408C 0,33 |0,46 |0,46 0,34 0,46 (0,48 |0,33 |0,46 |0,48 |0,34 |0,45 0,48 |0,35 |0,45 |0,46
240408BC 0,32 0,44 0,47 |0,33 |0,47 |0,48 0,35 /0,44 0,44 |0,34 |0.48 |0,48 |0,33 |0.49 (0,48
240408AC 0,35 /0,49 0,47 |0,32 |0,45 |0,47 |0,32 |0,43 0,47 |0,32 |0.52 | 0,5 |0,31 |0.47 (0,47
290408C 0,33 /0,52 |0,53 /0,34 0,55 |0,54 |0,35 |0,55 |0,53 |0,35 |0.54 0,54 |0,34 |0.56 |0,54
290508C 0,32 |0,48 |0,48 10,34 10,44 |0,45 |0,34 |0,44 |0,45 |0,34 |0.47 0,46 |0,34 |0.45 |0,43
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