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RESUMO

Moraes OA. Infarto agudo do miocardio em modelos de polimorfismo da enzima
conversora de angiotensina [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2018.

INTRODUCAO: O infarto agudo do miocérdio (IAM) é uma doenca cardiovascular
que apresenta altas taxas de morbimortalidade associado a prejuizo da funcao cardiaca,
disfuncdo autondmica e alteracdo do sistema renina angiotensina (SRA). Tem se
estabelecido na literatura que a atuacdo do polimorfismo de genes do SRA, como o da
enzima conversora da angiotensina (ECA), poderia contribuir para maior ocorréncia de
IAM e 6bito. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da variacdo do
nimero de copias do gene da ECA no infarto agudo do miocardio. METODOS: Foram
utilizados camundongos machos adultos, geneticamente modificados para expressar
diferentes concentragfes fisiolégicas da enzima conversora de angiotensina: animais
com uma copia do gene da ECA (ECA 1), que apresentam menores niveis plasmaticos
de ECA; com duas copias do gene da ECA (ECA 2), que apresentam niveis plasmaticos
intermediarios de ECA; com trés cépias do gene da ECA (ECA 3), que apresentam
maiores niveis plasmaticos de ECA. Os animais foram divididos em nove grupos
(n=10): trés grupos sem infarto — ECA 1, ECA 2 e ECA 3; trés grupos infartados e
avaliados sete dias ap6s o infarto — ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7; trés grupos
infartados e avaliados 28 dias apds o infarto — ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28. Os
animais infartados foram submetidos ao IAM pela ligadura da coronéria esquerda.
Todos os animais passaram por avaliacdo de ecocardiografia, para determinar a
morfometria e funcdo cardiaca e foram canulados para registro direto da pressao
arterial. A partir dos sinais de pressdo arterial foram realizadas as analises da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), da variabilidade da pressdo arterial sistolica
e do barorreflexo espontaneo. O tecido cardiaco dos animais infartados foi coletado
para quantificacdo da area de infarto e de coladgeno, por meio de técnicas histoldgicas, e
o plasma foi destinado para analise do perfil inflamatério por técnica de ELISA.
RESULTADOS: Quando comparados os animais ndo infartados, em relacdo aos dados
ecocardiograficos, observou-se que os animais com trés copias do gene da ECA

apresentaram maiores valores de relacdo E/A do que os animais com duas e uma copia



do gene da ECA (ECA 3: 1,80 + 0,14 vs. ECA 2: 1,24 + 0,16 e ECA 1: 1,08 £ 0,14).
N&o houve diferenca entre os grupos ndo infartados na presséo arterial sistolica (ECA 1.
124,6 + 4,0; ECA 2: 127,1 £ 5,62; ECA 3: 129,2 + 3,32 mmHg) e diastolica (ECA 1:
87,90 + 3,00; ECA 2: 86,79 + 2,63; ECA 3: 85,08 £ 1,85 mmHg), bem como na
frequéncia cardiaca (ECA 1: 682,7 £ 12,54; ECA 2: 654,6 + 15,77; ECA 3: 625,6
25,60 bpm). Em relacdo aos parametros autondmicos nos grupos ndo infartados, o
componente de muito baixa frequéncia da VFC, em valores percentuais, foi menor no
grupo ECA 1 do que no ECA 2 (ECA 1: 7,87 + 1,98 vs. ECA 2: 18,00 £ 4,25 %) e 0
indice de Down Gain do barorreflexo espontaneo foi maior no grupo ECA 3 em
comparagdo com os grupos ECA2e ECA 1 (ECA 3: 3,80 + 0,50 vs. ECA 2: 2,00 + 0,36
e ECA 1: 2,24 + 0,30 ms/mmHg). Em relacdo aos dados ecocardiograficos, comparando
0s animais ndo infartados e os animais infartados avaliados sete dias ap06s o infarto,
observou-se que: a relagdo E/A foi maior no grupo ECA 3-7 do que nos grupos nédo
infartados com uma e duas cdpias e do que no grupo infartado com duas copias do gene
da ECA (ECA 3-7: 3,47 £ 0,50 vs. ECA 1: 1,08 + 0,14, ECA 2: 1,24 + 0,16 e ECA 2-7:
1,74 £ 0,25); a mudanca de area fracional foi menor nos grupos infartados ECA 1-7,
ECA 2-7 e ECA 3-7 em comparagdo com os ndo infartados (ECA 1-7: 30,10 + 1,80,
ECA2-7:31,12+1,47e ECA3-7: 21,30+ 1,47 vs. ECA 1: 37,14 + 1,67, ECA 2: 37,16
+ 1,23 e ECA 3: 40,68 + 1,28 %), e entre os infartados, foi menor no grupo ECA 3-7 do
que nos grupos ECA 2-7 e ECA 1-7; a fracdo de encurtamento foi menor nos grupos
ECA 3-7 e ECA 2-7 do que no grupo ECA 3 (ECA 3-7: 16,81 + 1,6 e ECA 2-7: 17,25
2,1 vs. ECA 3: 25,00 £ 1,2 %). Em relacdo aos parametros hemodindmicos, ndo foram
observadas diferencas na pressdo arterial e frequéncia cardiaca entre os grupos sete dias
apos o infarto. Quanto aos parametros autondmicos comparando 0s animais ndo
infartados e os animais infartados avaliados sete dias apds o infarto, observou-se que: a
modulagdo simpatica foi maior no grupo ECA 3-7 do que nos grupos ECA 1, ECA 2 e
ECA 1-7 (ECA 3-7:14,85+2,36 vs. ECA 1: 4,76 + 2,00, ECA 2: 4,34 £ 1,40 e ECA 1-
7: 5,13 + 1,88 ms?); e o balanco simpatovagal foi maior no grupo ECA 3-7 do que no
grupo ECA 1-7 (ECA 3-7: 2,22 =+ 0,17 vs. ECA 1-7: 0,81 + 0,25). Sete dias ap0s 0
infarto, foi observado aumento no peso do coragdo no grupo ECA 3-7 em comparacao
aos grupos nao infartados (ECA 3-7: 0,205 + 0,01 vs. ECA 1: 0,135 + 0,006, ECA 2:
0,146 £ 0,006 e ECA 3: 0,145 £ 0,008 g). Quando comparados os grupos infartados
sete e 28 dias apos o infarto do miocardio observou-se que: a relagdo E/A foi menor no



grupo ECA 2-28 do que o grupo ECA 3-7 (ECA 2-28: 1,75 + 0,14 vs. ECA 3-7: 347
0,50); a espessura do septo intraventricular na diastole foi menor no grupo ECA 1-28
em comparacdo ao grupo ECA 1-7 (ECA 1-28: 0,63 £ 0,03 vs. ECA 1-7: 0,87 £ 0,06
mm); ndo houve diferenca entre os grupos na pressao arterial e na frequéncia cardiaca; o
componente de baixa frequéncia da VFC em valores absolutos foi menor nos grupos
ECA 1-28 e ECA 3-28 em comparacdo ao grupo ECA 3-7 (ECA 1-28: 4,09 + 1,45 ¢
ECA 3-28: 6,04 + 1,03 vs. ECA 3-7: 14,85 + 2,36 ms?); o indice de eficiéncia do
barorreflexo foi maior no grupo ECA 1-28 do que nos grupos infartados avaliados sete
dias ap6s o infarto (ECA 1-28: 0,28 + 0,03 vs. ECA 1-7: 0,15 £ 0,02, ECA 2-7: 0,17
0,01 e ECA 3-7: 0,17 £ 0,01); a avaliacdo histolégica mostrou maior deposicdo de
colageno no grupo ECA 2-7 em comparacgédo ao grupo ECA 1-7 (ECA 2-7: 41,20 + 2,87
vs. ECA 1-7: 23,09 £ 4,15 mm?) e menor deposi¢do de colageno no grupo ECA 1-28 do
que o grupo ECA 2-7 (ECA 1-28: 22,09 £+ 5,41 vs. ECA 2-7: 41,20 + 2,87 mm?); 0
grupo ECA 1-28 apresentou menor area de infarto comparado ao grupo ECA 3-7 (ECA
1-28: 33,62 = 2,40 vs. ECA 3-7: 48,90 £ 1,72 mm?). Em relacdo ao perfil inflamatério
dos animais infartados sete e 28 dias ap0s o infarto, os animais com uma copia do gene
da ECA apresentam maiores valores de IL-10 comparados aos animais com duas e trés
copias do gene da ECA (ECA 1(7-28): 65,04 + 5,90 vs. ECA 2(7-28) + ECA 3(7-28):
37,06 £ 6,00 pg/ml) e menores valores de TGF beta (ECA 1 (7-28): 91,44 + 11,33 vs.
ECA 2(7-28) + ECA 3(7-28): 122,0 + 8,00 pg/ml). A curva de sobrevivéncia mostrou
que os animais infartados com 3 coépias do gene da ECA apresentaram menor
sobrevivéncia (41%) e os animais com 1 cOpia do gene da ECA maior sobrevivéncia
(71%) ao final do estudo. CONCLUSAO: De maneira geral, 0s nossos resultados de
funcdo cardiaca, funcdo autonémica cardiovascular, perfil inflamatério, area de infarto e
curva de sobrevivéncia indicam que os animais com trés copias do gene da ECA
apresentaram pior evolugédo apés o infarto do miocardio em relacdo aos animais com

uma copia do gene da ECA.

Descritores: angiotensina |; infarto do miocardio; camundongos; sistema nervoso

autdnomo; ecocardiografia; genes.



ABSTRACT

Moraes OA. Acute myocardial infarction in models of angiotensin converting enzyme
polymorphism [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2018.

INTRODUCTION: Acute myocardial infarction (AMI) is a cardiovascular disease with
high morbidity and mortality rates associated with impairment of cardiac function,
autonomic dysfunction, and altered renin angiotensin system (RAS). It has been
established in the literature that the performance of the RAS gene polymorphism, such
as angiotensin converting enzyme (ACE), could contribute to a higher occurrence of
AMI and death. Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of the
variation of the number of copies of the ACE gene in the acute myocardial infarction.
METHODS: Adult male mice, genetically modified to express different physiological
concentrations of the angiotensin converting enzyme were used: animals with one copy
of the ACE gene (ACE 1), which had lower plasma levels of ACE; with two copies of
the ACE gene (ACE 2), which present intermediate plasma levels of ACE; with three
copies of the ACE gene (ACE 3), which have higher plasma levels of ACE. The
animals were divided into nine groups (n = 10): three groups without infarction - ACE
1, ACE 2 and ACE 3; three infarcted groups assessed seven days after infarction - ACE
1-7, ACE 2-7 and ACE 3-7; three infarcted groups assessed 28 days after infarction -
ACE 1-28, ACE 2-28 and ACE 3-28. Infarcted animals were submitted to AMI by
ligature of the left coronary artery. All animals underwent echocardiographic evaluation
to determine morphometry and cardiac function and were cannulated for direct
recording of blood pressure. The analysis of heart rate variability (HRV), systolic blood
pressure variability and spontaneous baroreflex were performed from blood pressure
signals. The cardiac tissue of the infarcted animals was collected for quantification of
the infarct area and collagen by means of histological techniques, and the plasma was
used for analysis of the inflammatory profile by ELISA technique. RESULTS: When
compared non-infarcted animals, in relation to echocardiographic data, it was observed
that animals with three copies of the ACE gene had higher values of E/A ratio than
animals with two and one copies of the ACE gene (ACE 3:1.80 + 0.14 vs. ACE 2: 1.24
+ 0.16 and ACE 1: 1.08 £ 0.14). There was no difference between the non-infarcted



groups on systolic blood pressure (ACE 1: 124.6 + 4.0, ACE 2: 127.1 + 5.62, ACE 3:
129.2 + 3.32 mmHg) and diastolic blood pressure (ACE 1: 87.90 + 3.00, ACE 2: 86.79
+ 2.63, ACE 3: 85.08 = 1.85 mmHg), as well as in heart rate (ACE 1: 682.7 + 12, 54,
ACE 2: 654.6 = 15.77, ACE 3: 625.6 £ 25.60 bpm). Regarding the autonomic
parameters in the non-infarcted groups, the very low frequency component of HRV, in
percentage values, was lower in the ACE 1 group than in the ACE 2 (ACE 1: 7.87
1.98 vs. ACE 2: 18.00 = 4.25 %) and the Down Gain index of the spontaneous
baroreflex was higher in the ACE 3 group compared to the ACE 2 and ACE 1 groups
(ACE 3: 3.80 = 0.50 vs. ACE 2: 2.00 = 0.36 and ACE 1: 2.24 = 0.30 ms/mmHg).
Regarding the echocardiographic data, comparing non-infarcted animals and infarcted
animals evaluated seven days after infarction, it was observed that: the E/A ratio was
higher in the ACE group 3-7 than in the non-infarcted groups with one and two copies
of ACE and higher than in the infarcted group with two copies of the ACE gene (ACE
3-7:3.47£0.50 vs. ACE 1: 1.08 + 0.14, ACE 2: 1.24 + 0.16 and ACE 2-7: 1.74 £ 0.25);
the fractional area change was smaller in the infarcted groups ACE 1-7, ACE 2-7 and
ACE 3-7 compared to non-infarcted (ACE 1-7: 30,10 + 1,80, ACE 2-7: 31, 12 + 1.47
and ACE 3-7: 21.30 £ 1.47 vs. ACE 1: 37.14 £ 1.67, ACE 2: 37.16 = 1.23 and ACE 3:
40.68 £ 1.28 %), and among infarcts, was lower in the ACE group 3-7 than in the ACE
groups 2-7 and ACE 1-7; the shortening fraction was lower in the ACE groups 3-7 and
ACE 2-7 than in the ACE group 3 (ACE 3-7: 16.81 £ 1.6 and ACE 2-7: 17.25 + 2.1 vs.
ACE 3: 25.00 £ 1.2 %). Regarding hemodynamic parameters, no differences were
observed in blood pressure and heart rate among the groups seven days after the
infarction. Regarding the autonomic parameters comparing non-infarcted animals and
infarcted animals evaluated seven days after infarction, it was observed that:
sympathetic modulation was higher in the ACE group 3-7 than in the ACE 1, ACE 2
and ACE 1-7 groups (ACE 3-7: 14.85 + 2.36 vs. ACE 1: 4.76 + 2.00, ACE 2: 4.34
1.40 and ACE 1-7: 5.13 + 1.88 ms?); and the sympatovagal balance was higher in the
ACE group 3-7 than in the ACE group 1-7 (ACE 3-7: 2.22 + 0.17 vs. ACE 1-7: 0.81 £
0.25). Seven days after infarction, an increase in heart weight was observed in the ACE
group 3-7 compared to non-infarcted groups (ACE 3-7: 0.205 + 0.01 vs. ACE 1: 0.135
+ 0.006, ACE 2: 0.146 + 0.006 and ACE 3: 0.145 + 0.008 g). When comparing
infarcted groups 7 and 28 days after myocardial infarction, it was observed that: the E/A
ratio was lower in the ACE group 2-28 than the ACE group 3-7 (ACE 2-28: 1.75 + 0.14



vs. ACE 3-7: 3.47 £ 0.50); the thickness of the intraventricular septum in diastole was
lower in the ACE group 1-28 compared to the ACE group 1-7 (ACE 1-28: 0.63 + 0.03
vs. ACE 1-7: 0.87 £ 0.06 mm); there was no difference between groups in blood
pressure and heart rate; the low frequency component of HRV in absolute values was
lower in the ACE groups 1-28 and ACE 3-28 compared to the ACE group 3-7 (ACE 1-
28: 4.09 + 1.45 and ACE 3-28: 6.04 + 1.03 vs. ACE 3-7: 14.85 + 2.36 ms?); the
baroreflex efficiency index was higher in the ACE group 1-28 than in the infarcted
groups assessed seven days after the infarction (ACE 1-28: 0.28 £+ 0.03 vs. ACE 1-7:
0.15 £ 0.02, ACE 2-7: 0.17 = 0.01 and ACE 3-7: 0.17 = 0.01); the histological
evaluation showed greater collagen deposition in the ACE group 2-7 compared to the
ACE group 1-7 (ACE 2-7: 41.20 + 2.87 vs. ACE 1-7: 23.09 £ 4.15 mm?) and lower
collagen deposition in the ACE group 1-28 than the ACE group 2-7 (ACE 1-28: 22.09 +
5.41 vs. ACE 2-7: 41.20 + 2.87 mm?); the ACE group 1-28 had a lower infarction area
compared to the ACE group 3-7 (ACE 1-28: 33.62 + 2.40 vs. ACE 3-7: 48.90 + 1.72
mm?2). In relation to the inflammatory profile of infarcted animals seven and 28 days
after infarction, animals with one copy of the ACE gene had higher IL-10 values
compared to animals with two and three copies of the ACE gene (ACE 1 (7- 28): 65.04
+ 5.90 vs. ACE 2 (7-28) + ACE 3 (7-28): 37.06 = 6.00 pg/ml) and lower TGF beta
values (ACE 1 (7 -28): 91.44 + 11.33 vs. ACE 2 (7-28) + ACE 3 (7-28): 122.0 + 8.00
pg/ml). The survival curve showed that animals infarcted with 3 copies of the ACE gene
had lower survival (41%) and animals with 1 copy of the ACE gene had greater survival
(71%) at the end of the study. CONCLUSION: Our results of cardiac function,
cardiovascular autonomic function, inflammatory profile, infarct area and survival curve
indicate that animals with three copies of the ACE gene presented a worse evolution

after myocardial infarction in relation to the animals with a copy of the ACE gene.

Descriptors: angiotensin I; myocardial infarction; mice; autonomic nervous system;
echocardiography; genes.



1.0 INTRODUCAO

1.1 Doengas cardiovasculares

Dados recentes sobre a saude cardiovascular sugerem uma melhoria geral entre
pessoas de meia idade e idosos em todo o mundo nas Ultimas duas décadas. Em contra
partida, os adultos mais jovens tendem a desenvolver um perfil de risco cardiovascular
cada vez mais insalubre, especialmente em termos de prevaléncia de sobrepeso ou
obesidade. Além disso, a taxa de diabetes e uso de cigarro eletrébnico aumentou entre
esses segmentos da populacdo. Estas observacBes sugerem que podera ocorrer um novo
aumento na prevaléncia de doencas cardiovasculares (DCVs) *.

Ainda assim, dados da Organizacdo Mundial de Saude apontam as DCVs como
a principal causa de morte no mundo, sendo estimado que no ano de 2016 ocorreram
17,9 milhdes de mortes por DCVs, representando 31,1% do total de o6bitos, sendo que
dessas mortes, 85% foram ocasionadas devido a infarto agudo do miocardio (IAM) 2.

No Brasil os dados epidemiolégicos sobre DCVs oriundos de diferentes bases
foram organizados pela Sociedade Brasileira de Cardiologia. De forma, semelhante aos
dados mundiais, os dados brasileiros apresentados nesse painel incluindo os anos de
2003 até 2013, demostram que houve uma reducdo na mortalidade por DCVs, em
ambos 0s sexos, em quase todos os estados do Brasil . No entanto, as DCVs ainda s&o a
causa mais comum de obito, sendo as doencas isquémicas do coracao responsaveis por
mais de 116 mil 6bitos no anos de 2016 *.

As DCVs sdo grupos de desordens que afetam tanto o coragdo como 0S vasos.

Em relacdo ao coracdo ha varias formas da doenca se manifestar, podendo promover



insuficiéncia cardiaca, arritmia, problemas de valvulas cardiacas e infarto agudo do
miocérdio (IAM) °.

O IAM é a doenca com maior taxa de mortalidade mundial entre as doencas
cardiovasculares, sendo responsavel por 48% dos 6bitos nos homens e 38% dos Gbitos
nas mulheres ®. Nos Estados Unidos, a doenca arterial coronariana foi a principal causa
de morte atribuida as DCVs em 2015, representando 43,8% das mortes por DCVs e
dados da American Heart Association mostram que aproximadamente a cada 40
segundos um americano tem um 1AM ”.

Devido a estreita relacdo do sistema renina angiotensina com o controle
pressorico, 0s medicamentos inibidores do sistema renina angiotensina sdo amplamente
utilizado em doencas cardiovasculares de alto risco, incluindo o IAM.

Baseado em estudos experimentais, Pfeffer  hipotetizou que as alteracdes
promovidas no infarto do miocardio sdo o resultado de condicGes alteradas de carga
com aumento do estresse de parede e nas areas sobreviventes. Desde entdo o tratamento
farmacoldgico com os inibidores de enzima conversora de angiotensina (IECA) tem
sido utilizados com sucesso no tratamento do 1AM °, melhorando remodelamento,
reduzindo a area de infarto e melhorando a sobrevivéncia quando a area de infarto é

moderada 2,

1.2 O Sistema renina-angiotensina
Estd bem estabelecido que o SRA, possui importante papel no controle
cardiovascular, atuando a curto e longo prazo no controle da pressdo arterial como
também na homeostasia hidroeletrolitica do organismo 3. Na visdo classica desse
sistema, a renina (enzima liberada pelo aparelho justaglomerular) cliva o

angiotensinogénio (uma glicoproteina que pertence a classe da alfa2-globulina liberada



pelo figado) em angiotensina | (Ang 1) (um decapeptideo) que por sua vez é clivada em
angiotensina Il (Ang Il) pela enzima conversora de angiotensina (ECA). A ECA possui
papel-chave, pois a0 mesmo tempo em que remove dois aminoacidos da Ang | para
formar Ang I1l, degrada a bradicinina blogueando seus efeitos vasodilatadores: esta é
conhecida como a visdo classica desse sistema. Esta enzima esta presente na superficie
vascular e tem como seu principal ponto anatomofuncional o leito vascular pulmonar, o
qual recebe 100% do débito cardiaco **.

Devido a descricdo de novos componentes nos Ultimos anos, como as
angiotensina Ill, 1-7, 1-9, receptor MAS, e mediadores como quimase, catepsina e
tonina, tem se atribuido uma nova visdo ao SRA devido a interacdo dessas moléculas
(Figura 1). Esse sistema age como um dos principais reguladores da pressdo arterial
basal através de diferentes peptideos vasoativos com acdes hipertensivas ou anti-
hipertensivas atuando de maneira enddcrina, pardcrina e autocrina, com papel

importante na homeostase cardiovascular e equilibrio hidroeletrolitico *>*'.
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Figura 1 - Descrigdo de novos componentes do sistema renina angiotensina




Ap0s o angiotensinogénio ser liberado pelo figado para a circulacéo, devido a
estimulos hormonais (glucocorticoides ou hormonios tireoidianos), ele é clivado pela
renina que ird gerar o decapeptideo Ang I. Nesse momento a ECA, presente em varios
tecidos, como o miocardio *8, tecido adiposo *°, musculo esquelético % etc, hidrolisa a
angiotensina | transformando em outro composto, o octapeptideo Ang Il, considerado
uma das moléculas mais importantes do SRA, por ser potente vasoconstritor, atuando na
retencdo renal de sodio e agua nos tubulos renais e dessa forma atuando na volemia,
inibindo a acdo de substancias vasodilatadoras .

Por sua vez, a Ang Il promove sua acao por meio de receptores especificos em
orgdos alvo, os receptores AT1 e AT2. Sdo conhecidos 2 subtipos do receptor AT1:
AT1- alfa que predomina nos vasos sanguineos, pulmdes e coragdo, se relacionando
com a resposta de vasoconstricdo da Ang Il; e o receptor AT1-beta encontrado
principalmente na glandula adrenal e hipofise, se relacionando com a secre¢do hormonal

e com o controle osmético mediado pela Ang 11 %, E atribuido a esse receptor AT1

2 25,26 27

acBes de vasoconstricdo 2*, proliferacdo celular , inflamacdo “‘, coagulacdo e
remodelamento da matriz extra celular %,

A Ang Il também pode se ligar ao receptor AT2 e antagonizar a liga¢do com o
receptor AT1. O receptor AT2 esté presente em tecidos embrionarios e ocasiona efeitos
opostos aos do receptor AT1, como a vasodilatacdo e a inibicdo da hiperplasia e
hipertrofia celular 2. E descrito que a ativagdo do receptor AT2 ocasiona producéo de
bradicinina e Oxido nitrico, mas seus mecanismos de sinalizacdo ainda ndo estdo
totalmente elucidados **.

A ECA promove a transformacdo da angiotensina | em Ang Il, contudo ela

apresenta uma molécula analoga, a chamada ECA 2, que promove a hidrélise da Ang 1l

a partir da remocdo da fenilalanina do terminal carboxil, resultando na formacéo da



angiotensina (1-7) *. A sua acdo é de antagonizar o efeito vasoconstritor da Ang Il *,
pela liberagdo de 6xido nitrico ou prostaglandinas **. Dessa forma, atualmente podemos
entender dois grandes eixos do SRA, um em que a Ang Il é a molécula efetora, e outro
em que a Ang 1-7 é esta molécula *, sendo que os eixos tem agdo antagonica.

O manejo desse sistema nas patologias cardiovasculares é objeto de estudo,
pois é possivel através da supressdo do sistema, controlar a pressao arterial promovendo
protecdo contra lesdo dos 6rgdos alvo *. O desequilibrio na modulagdo com predominio
do eixo ECA/ANngII/AT1, associado ou ndo a reducdo do eixo ECA2/Ang (1-7)/Mas,
estd relacionado a progressdo e aparecimento de lesdo em érgdos alvo. Além disso, a
Ang |l parece atuar em varios tecidos com componentes patogénicos de associacdo
entre o desenvolvimento do remodelamento cardiaco e da nefropatia *’.

A Ang Il atua no controle da pressao arterial mediante a interacdo de diferentes
sistemas fisioldgicos. Partindo do sistema nervoso central, a estimulacdo da area rostro

% promove a liberacdo de noradrenalina por meio das

ventrolateral do bulbo
terminacfes simpaticas com um elo entre o sistema nervoso simpatico e o0 sistema
renina angiotensina. Ainda, podemos atribuir o aumento da volemia a acdo da Ang Il
por estimular a hipofise posterior para liberar o hormonio anti-diurético ou vasopressina
(ADH), que atua nos tubulos distais intermediado pelo receptor V2, promovendo
reabsorcdo de agua, e também como potente vasoconstritor via receptor V1. Ainda, a
Ang Il promove a estimulacdo da aldosterona na zona glomerulosa renal e atua no 6rgao
subfornical aumentando a retengdo de sédio e agua *°. Também séo atribuidas & Ang I
as acdes de potente vasoconstrico e proliferacéo endotelial *°.

Por sua vez, a Ang (1-7) apresenta acdes antagbnicas a Ang Il, promovendo
aumento da sensibilidade do barorreceptor, potenciacéo da bradicinina ** e liberacéo de
4

6xido nitrico *°. Dessa forma, os dois eixos atuam de maneira contra regulatoria,



interagindo de forma constante na manutencédo e controle da pressao arterial. De fato, a
Ang 1-7 facilita o componente bradicardico do barorreflexo, melhorando a sua
sensibilidade, enquanto a Ang Il atenua a sensibilidade do mesmao. Isso foi corroborado
por estudos que demostraram a reducdo da sensibilidade do barorreflexo em
camundongos com delecio genética do receptor Mas #4344,

Adicionalmente, a Alamandina, um novo peptideo do sistema renina
angiotensina foi descrita por Lautner e colaboradores em 2013 *2. Este peptideo somente
se difere da Ang 1-7 pela fato de possuir como primeiro aminoacido na por¢do N-
terminal um residuo de alanina ao invés de aspartato, podendo ser encontrado em
tecido cardiaco de ratos e no plasma humano *. A Alamandina produz vasodilatacdo
dependente do endotélio em anéis adrticos de ratos e camundongos, como também ¢é
capaz de modular a sensibilidade barorreflexa apos infusdo intra-cerebro ventricular.

Seu receptor ¢ MRGD (Mas-related genes), uma familia da proteina G relacionada ao

receptor MAS 454,

1.3 Polimorfismo da ECA e doencas cardiovasculares

As DCVs estdo relacionados a diversos fatores resultando geralmente de
processos relacionados a aterosclerose, que promove o estreitamento da luz de artérias.
Quando o comprometimento do fluxo sanguineo se torna grave ou é totalmente ocluido,
pode ocorrer um 1AM ¥’

O IAM é o resultado da interrupcao do fluxo sanguineo coronariano, devido a
formacdo de um trombo sobre uma placa aterosclerética, promovendo uma situagéo de
isquemia aguda, que leva a uma lesdo tecidual, necrose de cardiomidcitos e disfungdo

ventricular %.



Estudos de Dakik e colaboradores *° apontam para a atuagéo do polimorfismo
de alguns genes do sistema renina angiotensina, como 0 do gene da ECA, que poderiam
contribuir para a ocorréncia de eventos cardiovasculares como o IAM. Sabe-se que, de
acordo com os diferentes tipos de polimorfismo pode haver mais ou menos ECA na
circulacéo *°.

A geracdo de Ang Il é dependente dos niveis de ECA, portanto parece ser
provavel que individuos que apresentem maiores niveis plasmaticos de ECA com
gendtipo (DD), apresentem maiores riscos para doenca isquémica *°.

O primeiro estudo reportando associacdo positiva entre o alelo D e infarto do
miocardio foi publicado em 1992 **. Desde entéo outros trabalhos importantes surgiram
como o estudo EstudeCas-Temoin de I’Infartcus Du Myocarde >? no qual 610 casos e
733 controles foram avaliados. Os achados mostram que o gendétipo com alelo D foi
significantemente mais frequente em homens com IAM que seus controles, em
particular entre os individuos com baixo risco para o IAM.

Outros trabalhos também confirmaram que individuos DD infartados teriam
herdado o risco de seus pais confirmando a associacdo do genétipo DD e o infarto do

miocardio *3. Seguindo essa linha de trabalho, o estudo de Evans °*

, concluiu pela
autopsia de pacientes, que o genotipo DD é um fator de risco para doenca isquémica do
miocardio.

Além disso, estudos realizados em camundongos com diferentes copias do
gene da ECA, um modelo que mimetiza o polimorfismo encontrados em seres humanos,
mostram que animais com maior expressdo da ECA em situacGes patologicas, nas quais

a formacéo da Ang Il ou a deplecéo da Cinina podem estar aumentados, apresentam

maiores danos ao corac#o, artérias ou ainda prejuizo metabélico .



O aumento das expressdes de RNAm da ECA *®, e AT1R °’, tem sido relatado
tanto no tecido cicatricial, como no tecido intacto do coracéo infartado. De fato, efeitos
favoraveis dos IECA em atenuar a dilatacdo do ventriculo esquerdo apds infarto do
miocardio °®, podem refletir a importancia funcional desses componentes do SRA
expressos no coragao infartado.

Além disso, a ECA esta diretamente relacionada como marcador de atividade
do sistema nervoso simpético, seja por aumento da Ang Il ou dos peptideos
natriuréticos, sendo responsavel pela manutencéo e progressao da injuria ocasionada ao
ventriculo no contexto da disfungdo ventricular > e per se é um fator independente de
pior prognéstico em pacientes p6s IAM. Nesse sentido, o bloqueio da estimulacao
neuro-humoral possibilita a atenuacdo do remodelamento do ventriculo e pode
modificar a histéria natural da insuficiéncia cardiaca ®.

Dessa forma, fica evidente o papel dos IECA na injdria provocada pelo infarto
através de mecanismos diversos que incluem vasodilatacdo, reducdo da pressdo arterial
e da sobrecarga hemodindmica, inibicdo da hipertrofia do cardiomidcito, melhora na
circulacdo coronaria e efeito sobre a atividade fibrinolitica intrinseca. De fato, os

beneficios dos IECA no pds infarto, em pacientes com disfuncao ventricular sintomatica

e ou assintomatica, promoveram impacto no manejo clinico do IAM °*.

1.4 Infarto agudo do miocardio
Estudos apoiam a contribuicdo das variagdes genéticas do polimorfismo da
ECA na patogénese do infarto do miocardio **. O IAM esta ligado diretamente a
ativacdo do SRA, sendo que a Ang Il promove proliferacdo de células musculares lisas
determinando alteragdes cardiacas estruturais que podem a levar a necrose e apoptose

miocérdica e insuficiéncia cardiaca congestiva ®2. A Ang Il exerce grande parte de seus



efeitos pelos receptores AT1 levando a disfuncdo endotelial, principalmente, como
consequéncia de um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio,
vasoconstri¢do, ativacdo plaquetaria, maior liberacdo do fator inibidor da ativacdo do
plasminogénio tipo 1.

Um modelo experimental de 1AM, promovido por isoproterenol, associado a
manipulacdo genética do polimorfismo da ECA mostrou um prejuizo adicional em
dados de ecocardiografia e na deposicdo de colageno dos animais que possuiam
aumento nas copias do gene da ECA 2. Outro trabalho que também observou a
isquemia pds 1AM observou que uma modesta elevacdo na ECA desequilibra de forma
negativa a tolerancia a isquemia mediadas por cininas e Ang 11 *.

Dessa forma, € esperado que individuos que apresentem maiores niveis de
Ang Il possuam piores complicacdes clinicas, como demonstrado por Wiam Hmimech
% Nesse estudo é evidenciado uma relagdo do infarto do miocérdio em pacientes entre
45 e 55 anos que apresentavam alelos do tipo DD, e portanto maiores niveis plasmaticos
circulantes de ECA ®.

As alteracdes genéticas também se refletem no impacto no sistema nervoso
autondmico mediado pela Ang Il. O controle autonémico cardiovascular € prejudicado
apos o IAM, com evidencias apontando para a reducdo da atividade vagal e aumento da
atividade simpatica ®®. Além disso, é possivel que exista uma estreita relagdo entre o
desequilibrio do sistema nervoso autonémico e o processo inflamatério como proposto
por Kevin Tracy ®, no qual o processo inflamatério poderia ser mediado pelo sistema
nervoso parassimpatico.

O impacto dos danos causados pelo IAM no sistema nervoso autbnomo pode

50,68 69,70

ser avaliado pela VFC tanto em humanos como em modelos experimentais

Nesse sentido, pacientes pés IAM que possuiam valores reduzidos de VFC
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apresentaram maior mortalidade do que pacientes com maiores valores de VFC . Um
importante estudo observacional multicéntrico demonstrou que valores de SDNN, um
indice de VFC no dominio do tempo, menores que 70 ms foi associado ao aumento da
mortalidade durante 21 meses de segmento. Além disso, a combinacdo de baixos
indices de SDNN e fracdo de ejecdo inferior a 35% resultou em altos indices de
mortalidade 2.

Outro marcador autonémico importante é o barorreflexo, um importante
mecanismo de controle da pressdo arterial momento a momento, e que por si € marcador

independente de mortalidade no 1AM " .

1.5 Modelo experimental de polimorfismo da ECA

Em humanos, o polimorfismo da ECA é associado com diferencas
quantitativas na atividade circulante da ECA *°. O modelo experimental que melhor
representa as alteracdes do polimorfismo da ECA encontrado em seres humanos foi
desenvolvido por Krege e Oliver Smithies em 1997 utilizando camundongos "®. Esse
modelo surge como ferramenta para ajudar a elucidar os efeitos sistémicos das
alteracdes genéticas da ECA.

Dessa forma, foi desenvolvido uma linhagem de animais carregando uma
inativacdo do gene alvo e uma segunda linhagem carregando a duplicacdo do gene alvo
na sua localizagdo cromossdmica normal ", Nesse modelo, os animais que possuem a
inativacdo do gene alvo (uma copia do gene da ECA) possuem uma reducdo de forma
geral na funcdo genética da ECA, em comparagdo com 0s animais normais que possuem
duas cépias do gene. Em contrapartida, os animais que possuem a duplicacdo do gene
alvo (trés cdpias do gene da ECA ou até mesmo quatro cépias) apresentam um aumento

geral na funcdo da ECA.
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De fato, a relacdo entre o numero de copias do gene e 0s niveis sericos da
atividade da ECA ¢ linear e dose dependente, sendo que os animais com duas copias e
trés copias do gene da ECA apresentam, respectivamente, valores séricos 64% e 144%
superiores de niveis séricos de ECA do que 0s animais com uma coépia. Essa variacdo
dos niveis séricos apresentada no modelo é compativel aos niveis séricos observados no
polimorfismo da ECA em humanos. Dessa forma estudos com animais possuido uma,
duas ou trés copias do gene alvo podem ser utilizados para determinar a relacdo entre o
nivel de funcdo do gene e o fendtipo de interesse .

Um estudo observou que em camundongos com a inativacdo do gene da ECA
ocorria uma reducdo na pressdo arterial sistélica de aproximadamente 34 mmHg,
sugerindo que essa alteracdo seria importante para o controle da pressdo arterial .

A utilizacdo de modelos experimentais que apresentam alteracGes genéticas no
SRA, permite que fatores ambientais se somem as alteracGes genéticas podendo assim

iniciar um gatilho de respostas para o desenvolvimento de DCVs como a hipertensao e

o IAM.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito de diferentes copias do gene da ECA , um modelo de
polimorfismo desse gene, curso temporal do infarto agudo do miocardio
sobre a morfometria e funcdo cardiaca, funcdo autonémica cardiovascular e
marcadores inflamatérios em um modelo experimental.

2.2 Objetivos especificos
Avaliar em camundongos com 1, 2 e 3 copias do gene da ECA, submetidos a
infarto do miocardio (sete e 28 dias p6s infarto) os seguintes parametros:

e Morfometria e funcéo cardiaca: Volume do ventriculo esquerdo em diastole
(VVEQd) e sistole (VVESs), espessura do septo interventricular (ESIV) e da
parede posterior do ventriculo esquerdo (PPVEd) em diastole, massa do
ventriculo esquerdo (MVE), Fracdo de ejecdo (FE), Fracdo de encurtamento
(FS), tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), relacdo onda E onda A,
mudanca da area fracional (FAC);

e Hemodinamicos: pressao arterial e frequéncia cardiaca

e Autonbmicos: variabilidade da frequéncia cardiaca, variabilidade da pressao
arterial e barorreflexo espontaneo;

o Perfil inflamatorio (IL-10; TNF alfa; TGF beta; CXCL1);

e Areade infarto e deposicdo de colageno no tecido cardiaco;

e Sobrevivéncia.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Consideracdes Eticas
Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (CEUA SDC 4376/16/042)
(ANEXO A) e foi realizado seguindo os principios da Diretriz Brasileira para o Cuidado
e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa do Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA.

3.2 Animais e grupos
Foram utilizados camundongos machos, entre 6 e 11 meses de idade,
provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina (FMUSP). Esses animais sdo

" que é geneticamente

oriundos da linhagem original desenvolvida por Krege
modificada para expressar diferentes concentrac@es fisioldgicas da ECA.

Os animais foram mantidos no Biotério do InCor em caixas plasticas (4
animais por gaiola), em ambiente com temperatura controlada (22° - 24°C) e com luz
controlada, em ciclo de 12 horas (claro - escuro) e alimentados com &gua e racdo padrdo
“ad libitum”. Os animais foram divididos em nove grupos (n=10 em cada grupo),
conforme descrito a seguir:

- ECA 1: camundongos com uma copia do gene da ECA.

- ECA 2: camundongos com duas cdpias do gene da ECA.

- ECA 3: camundongos com trés copias do gene da ECA.

- ECA 1-7: camundongos com uma copia do gene da ECA submetidos a infarto

do miocardio e avaliados sete dias ap0s o infarto;
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- ECA 2-7: camundongos com duas cépias do gene da ECA submetidos a
infarto do miocardio e avaliados sete dias ap0s o infarto;

- ECA 3-7: camundongos com trés copias do gene da ECA submetidos a
infarto do miocardio e avaliados sete dias ap0s o infarto;

- ECA 1-28: camundongos com uma copia do gene da ECA submetidos a
infarto do miocardio e avaliados 28 dias apds o infarto;

- ECA 2-28: camundongos com duas cépias do gene da ECA submetidos a
infarto do miocardio e avaliados 28 dias apds o infarto;

- ECA 3-28: camundongos com trés copias do gene da ECA submetidos a

infarto do miocardio e avaliados 28 dias ap0s o infarto.

3.3 Genotipagem

No dia do desmame os animais foram anestesiados com isoflurano,
identificados com um “chipe” inserido no tecido subcutaneo e foram realizadas biopsias
do material coletado da orelha direita dos animais. O DNA gendmico foi extraido das
amostras dos tecidos a partir da digestdo com proteinase K e precipitacdo do DNA com
isopropanol.

Para a criacdo dos animais geneticamente modificados, o grupo de Oliver
Smithies utilizou a técnica de recombinacdo génica. Esta técnica consiste em inserir por
recombinacdo uma sequencia de DNA no lugar do gene a ser desativado ou inserir uma
cdpia extra de um gene paralelo ao gene existente. Os n0ssos animais possuem inserido
0 gene que confere resisténcia a neomicina entre 0 exon 14 e o intron 13 (animais
‘knockout”- gene da ECA modificado).

A genotipagem foi realizada através da técnica de PCR, determinando assim o

namero de copias do gene da ECA.
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No caso dos animais “knockout foram utilizados trés “primers”: A, Be C. O
“primer” A se localiza a direita da neomicina no exon 14, o primer B se localiza a
esquerda da neomicina no intron 13 ¢ o “primer” C no gene da neomicina (Anexo C).

Para animais “Knockin” foram utilizados dois “primers”: D11M+ e D11M- .0
“primer” D11M+ amplifica uma sequencia de 130 pares de bases (pb) (animais normais
— 2 copias do gene da ECA), e o “primer” D11M amplifica uma sequencia de 166 pb
(animais com uma copia a mais do gene da ECA) A sequencia de “primers” e o

esquema de reacdo de PCR podem ser visualizados no anexo C.

3.4 Infarto agudo do miocardio

Nos grupos infartados, o infarto agudo do miocéardio foi realizado de acordo
com imagem representativa de French e Kramer ’ (Figura 2). Para tal os animais foram
anestesiados por isoflurano (anestésico inalatério - Cristalia®). Posteriormente a
anestesia, os animais foram posicionados em decubito dorsal, entubados (Gelko-14G) e
submetidos a respiracdo artificial (Harvard Aparatus, Boston, EUA). Foi realizada uma
toracotomia esquerda no quarto espaco intercostal, sendo colocado um afastador entre
as costelas para viabilizar o procedimento. O pericardio foi seccionado para
visualizacdo e ligadura da artéria coronaria esquerda (fio monolynon 6.0) provocando
isquemia cardiaca. Apo6s a ligadura, a incisdo toracica foi fechada (fio monolynon 5.0) e
0 pneumotdrax drenado mediante suc¢do do ar com agulha (5x7) conectado a uma
seringa de 10 ml. Os musculos afastados para o procedimento foram reposicionados e a
pele suturada (fio monolynon 4.0). Em seguida os animais foram retirados da ventilagéo
artificial e a respiracdo natural foi estimulada. Logo apds o procedimento cirdrgico 0s

animais receberam dipirona sédica (20 mg/kg) e foram colocados em ambiente
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aquecido para recuperagéo 2. Por um periodo de trés dias de pés-operatorio os animais

receberam cloridrato de tramadol (3 a 4 mg/kg), cada 8-12hs.

Figura 2 - Imagem representativa da técnica de infarto do miocardio. (llustracdo de
Brent A. French, e Christopher M. Kramer, Drug Discov Today Dis Mech, 2007).
3.5 Avaliacdes Ecocardiogréaficas

Para o exame ecocardiografico foi utilizado o equipamento VEVO 2100
(ACUSON Caorporation, Mountain View, CA), com transdutor de 15 MHz, e os animais
foram anestesiados com isoflurano 1% (Cristalia®). A partir da visualizacdo do
ventriculo esquerdo (corte transversal) ao nivel dos musculos papilares foram
mensurados: didmetro diastélico (DDVE) e sistolico (DSVE) do ventriculo esquerdo e a
espessura do septo interventricular (ESIV) e da parede posterior do ventriculo esquerdo
(PPVE) em sistole e em diastole. A massa do ventriculo esquerdo (MVE) foi calculada
segundo orientagcdo da Sociedade Americana de Ecocardiografia, utilizando a seguinte
férmula matematica: MVE = [(DDVE+ESIV+PP)3-(DDVE)3]x1,047, onde 1,047
(mg/mm?®) corresponde a densidade do miocardio. Além da MVE, foi calculada a forca
de encurtamento do ventriculo esquerdo. As imagens obtidas através do Doppler foram

utilizadas para calcular os parametros da funcdo diastolica do ventriculo esquerdo.
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Foram medidos os picos de velocidade da onda E, os picos de velocidade da onda A, o
tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e o tempo de desaceleracdo, bem como
foi calculada a relagdo onda E / onda A. Utilizando ainda o tempo de ejecdo (TE) do
fluxo de via de saida do ventriculo esquerdo foi calculada a velocidade de encurtamento
circunferencial da fibra miocardica (VCF = [(DDVE-DSVE)/DDVE]/TE). Embora o
VCF seja sensivel a mudancas agudas da pressao arterial na sobrecarga hemodinamica,
em condicdes basais, na auséncia de mudancas agudas da pressdo arterial, o calculo do

VCF fornece informacdes quanto a contratilidade miocardica.

3.6 Canulacéo

O procedimento de canulacdo foi realizado 48 horas apds o0 exame
ecocardiografico com os animais anestesiados com isoflurano 1% (Cristalia®) e
mantidos em mesa cirargica aquecida (37° C) para colocacdo de canulas na artéria
carétida para registro da PA e da FC. Os camundongos anestesiados foram colocados
em decubito dorsal e foi realizada uma incisdo mediana na regido cervical como
também separacdo da musculatura pré-traqueal para localizacdo da artéria carotida. Foi
implantado uma canula de Tygon (0,05 mm de diametro interno), com 3,0 cm de
comprimento, soldado a um segmento de Cloreto de Polivinila (0,05 mm de diametro
interno), com 4,0 cm de comprimento e preenchido com solucdo fisioldgica. A
extremidade de cloreto de polivinila foi introduzida e fixada no vaso e a extremidade de
Tygon foi exteriorizada no dorso do animal na regido cervical e fixada com fio de
polipropileno na pele (Figura 3). Apds o termino da cirurgia, 0s animais receberam uma
injecdo intramuscular de penicilina G (Benzetacil®, Fontoura-Wyeth, 60.000U) e os

78

cuidados poés-operatorios foram baseados na descricdo de Fleknell Apos
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procedimento, bem como durante a realizacdo das avaliagdes hemodinamicas

sistémicas, cada animal foi mantido individualmente em gaiolas apropriadas.

Figura 3 - Fotos ilustrativas da canulacdo da artéria carétida e veia jugular em
camundongo.

3.7 Registro direto dos sinais de pressao arterial

Apos 24 horas do procedimento de canulagdo com o animal acordado, a canula
arterial foi conectada a uma extensédo de 20 cm (PE-50), permitindo livre movimentagéo
do animal pela caixa, durante todo o periodo do experimento. Esta extensdo foi entdo
conectada a um transdutor (Kent Instruments, EUA) que, por sua vez, estava conectado
a um pré-amplificador (Stemtech BPMT-2, Quintron Instrument© Inc, EUA). Para a
manutencdo da cénula, a fim de se evitar obstrucbes, foi realizado uma lavagem
precedente ao registro de PA, usando-se 0,02ml de heparina sddica (Liquemine — Roche
5.000) em 0,5 ml de solucdo fisiolégica de NaCl 0,9%. Sinais de PA foram gravados
durante um periodo de 30 minutos em um microcomputador equipado com um sistema
de aquisicdo de dados (Windaq, 2KHz, DATAQ Instruments, EUA), permitindo anélise
dos pulsos de presséo, batimento-a-batimento, com uma frequéncia de amostragem de
4000 Hz por canal, para estudo dos valores de pressao arterial sistdlica (PAS), pressédo
arterial diastélica (PAD), pressdo arterial média (PAM) e intervalo de pulso da presséo

80 (Figura 4).



19

Figura 4 - Imagem representativa do sistema de registro da presséo arterial.

3.8 Avaliacao da variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressao arterial

A avaliacdo da VFC foi realizada a partir da analise do intervalo de pulso da
pressao nos dominios do tempo e da frequéncia.

Variabilidade no dominio do tempo: A série temporal do intervalo de pulso foi

analisada no dominio do tempo por meio da analise da variancia do intervalo de pulso
(VARIP). Além da variancia, foram obtidos o SDIP (desvio padrdo de intervalos de
pulso normais), e 0 RMSSD (raiz quadrada da média dos quadrados das diferencas entre
intervalos de pulso consecutivos).

Variabilidade no dominio da frequéncia (analise espectral): A analise no

dominio da frequéncia foi realizada utilizando a Transformada Répida de Fourrier no
software CardioSeries (versdo 2.4, Brasil). Para tal foi utilizada uma interpolacéo de 20
Hz com segmentos de 512 pontos.

A poténcia espectral foi integrada em trés faixas de frequéncia de interesse: 1)
HF: frequéncias altas, entre 0,1 e 1,0 Hz — Parassimpatico; 2) LF: frequéncias baixas,
entre 1,0 e 5,0 Hz — Simpatico; 3) VLF: frequéncias muito baixas, 0,0-0.1 Hz. Ainda,

realizou-se a razdo entre LF e HF (LF/HF) para avaliar o balanco simpatovagal. A
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determinacdo das bandas foi realizada de acordo com o estudo de J. Thireau e
colaboradores .

Os componentes VFC no dominio da frequéncia também foram apresentados
na sua forma normalizada (nu), ou seja:

LF nu = poténcia de LF / (poténcia total ms* — VLF) X 100

HF nu = poténcia de HF / (poténcia total ms? — VLF) X 100

A VARPAS foi analisada por meio do desvio padrdo (SDPAS) e da variancia
(VARPAS) dos valores da PAS. No dominio da frequéncia foi analisado o componente
de baixa frequéncia da PAS em valores absolutos, que representa a modulagéo

simpaética pra 0S vasos.

3.9 Andlise do barorreflexo espontaneo

A anélise do barorreflexo espontaneo foi realizada pelo método da sequéncia,
utilizando o software CardioSeries (versdo 2.4, Brasil). O método da sequéncia se
baseia na identificacdo da ocorréncia espontanea de sequéncias de trés ou mais
batimentos cardiacos consecutivos, nos quais existe um aumento progressivo da PAS
acompanhado de prolongamento do intervalo de pulso (BRR up: rampas barorreflexas
em subida), ou uma diminuicdo progressiva da PAS acompanhada de reducdo do
intervalo de pulso (BRR down: rampas barorreflexas em descida). A todas as sequéncias
¢ aplicada uma regressdo linear, e uma média dos valores obtidos em todas as
sequéncias é calculada em ms/mmHg; esse valor é denominado ganho, e representa a
medida da SBR espontanea. Além disso, também é apresentado um indice de eficiéncia
do barorreflexo (BEI), calculado pela razdo entre o numero de rampas barorreflexas e o

namero total de rampas.
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3.10 Eutanasia e preparacao dos tecidos

No dia seguinte ao término das avaliacbes hemodindmicas, o sangue foi
coletado pela canula na qual foi realizado os registros hemodinamicos, sempre que
possivel com o volume de 0,5ml. O sangue foi centrifugado e o plasma coletado e
armazenado em freezer -80 para posterior analise de perfil inflamatorio.

Em seguida os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. Logo
apos, o coracgdo, ainda com contracdes, foi imerso em solucdo de cloreto de potassio
(KCL), a 20X o volume do coracdo a 1 molar para o 6rgdo parar em diastole. O tecido
cardiaco foi fixado em paraformoldeido a 4% em PBS por 24 horas e depois
transferidas para uma solucdo de alcool 70° para serem posteriormente processadas e
incluidas em parafina e receberem cortes e coloragdes especificas.

Além do tecido cardiaco, também foram coletados e pesados o tecido adiposo
branco (TAB), (gordura inguinal, epididimal e retroperitoneal), os pulmdes, os rins, o

figado e o baco.

3.11 Processamento do material para histologia e método de identificacdo

Os tecidos foram lavados e desidratados em gradientes de concentracdo de
alcool, diafanizados em xilol e incluidos em parafina com a face marcada com nanquim
para cima. Cortes seriados de 5um de espessura foram obtidos e distendidos em laminas
de vidro. Foram obtidos cortes histologicos de cada uma das fatias de musculo cardiaco,
em todos os grupos infartados. As laminas foram codificadas e o cddigo revelado
somente apos a obtencdo dos dados quantitativos para garantir uma analise cega. Apos
hidratagdo, as laminas foram coradas pelos seguintes métodos de identificacdo

histoldgica:
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a) Hematoxilina-eosina: Os cortes de tecido foram corados pela
hematoxilina-eosina para estudo histologico geral, por ser esta uma coloracdo classica
para identificacdo histopatologica de rotina.

b) Picrossirius-polarizacdo: Os cortes histoldgicos foram desparafinados,
hidratados e corados durante uma hora com Sirius Red 0,1% (Sirius Red F 3 B 200,
Mobay Chemical Co. Union, New Jersey, EUA) dissolvido em solucdo aquosa saturada
de 4cido picrico sendo, em seguida, rapidamente lavados em agua corrente .

Com a coloracdo pelo Picrossirius, além da possibilidade de identificar o
colageno que adquire uma intensa coloracdo vermelha quando analisado sob luz
convencional, também é possivel realizar a avaliacdo qualitativa de seu grau de
agregacdo quando as laminas sdo analisadas sob luz polarizada, conforme o método
descrito por Junqueira além de se mostrarem birrefringentes, as fibras que contém
colageno, assumem intensidades de birrefringéncia variadas, resultantes dos diferentes
graus de agregacao fisica do colageno; dessa forma, fibras finas, como as presentes no
tecido de granulacdo jovem, sdo reveladas como estruturas esverdeadas fracamente
birrefringentes, enquanto as fibras grossas, que caracterizam lesdes fibroticas maduras,

definem-se por sua forte birrefringéncia de coloracdo amarela a vermelha .

3.11.1 Analise da lesdo fibras colagenas e area de infarto
A coloragdo do HE foi escolhida, pois se identificam facilmente as zonas
central (ZC), de regeneracdo (ZR) e de celulas musculares preservadas (ZP).
Foi considerada ZC aquela regido com infiltrado inflamatério, coagulo e
presenca de tecido de granulagdo. Ja a ZR, foi identificada entre a ZC e a ZP como
sendo uma &rea com miotubos e mioblastos e nas lesbes mais recentes com a presenca

de fibras musculares em sofrimento. A ZR foi diferenciada da ZP pelas diferengas
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estruturais entre os miotubos e as células musculares maduras, uma vez que essas
células sdo mais eosindfilas que os miotubos além de serem mais calibrosas e possuirem
ntcleos periféricos 284,

Foram obtidas imagens digitais de cada corte histolégico em que a laceracéo
foi observada, utilizando-se objetiva de 4 vezes, de modo a cobrir toda a extensdo da
laceracdo, incluindo as zonas central, de regeneracdo e a transicdo com o tecido
preservado. Para captacdo da imagem utilizou-se um sistema composto por um
microscopio Nikon Eclipse E600 acoplado a uma camara de video digital Nikon
DXM1200F. Imagens digitais de alta resolucdo foram gravadas pelo programa Nikon
ACT-1 em um microcomputador acoplado ao sistema.

Apbs as imagens foram tratadas no programa Adobe Photoshop® (por

contagem da area por intensidade de cor — por Threshold) onde foi destacado todo o

tecido com colageno como no exemplo abaixo (Figura 5):

Figura 5 - Imagem mostra 0 modelo do tratamento utilizado para mensuracdo da area
de infarto e quantidade de coladgeno depositado ap6s IAM; em A — imagem sem
tratamento com 500 micrometros e aumento de 10X. Em B é possivel observar somente
o tecido colageno.

A sequir, as imagens obtidas foram transferidas para o programa Image J,

do National Institute of Health (USA), para quantificar os dados obtidos. Por fim com o
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Image J, foi possivel mensurar a area de colageno como também definir a relacdo area

de colageno/area total.

3.12  Analise do perfil inflamatério

Para a andlise do perfil inflamatdrio foi utilizado a técnica de ELISA de
acordo com Natarajan ®°. Neste método, uma nova curva padrdo é gerada usando os
valores do delta das amostras do ensaio original. Entre 8-10 amostras com o0 maior delta
sdo escolhidas e re-executadas com uma proteina padrdo de trabalho verificada. As
concentragOes destas amostras sdo entdo usadas para gerar uma nova curva padréo, que
é aplicada a placa original a fim de determinar as concentracdes da amostra. A analise
de regressdo linear dessas curvas mostra uma correlacdo 1: 1 entre as concentragdes,
com valores de r? variando de 0,98 a 0,99 e declives variando de 0,97 a 1,10 para cada
citocina testada.

1. Execucdo Inicial da Amostra

A. As amostras sdo processadas de acordo com o protocolo ELISA padrdo
otimizado anteriormente.

B. Imediatamente antes de parar a reacdo de cor, 0 OD590 é medido.

C. A reacdo € interrompida com acido sulfirico e os valores AOD séao
usados para analise. Neste ponto, se uma curva padrdo de trabalho puder ser gerada, 0s
dados podem ser analisados normalmente. Se ndo, 0s seguintes passos podem ser
tomados para preservagéo de dados amostrais.

2. Novo Standard Run

A. Escolha de oito a 10 amostras para executar novamente a nova curva

padréo.
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B. As amostras com 0s valores maximo e minimo de AOD sao sempre
escolhidas, junto com outros com valores AOD que sdo uniformemente distribuidos
dentro deste intervalo.

C. Estas amostras sdo repetidas pelo protocolo ELISA padréo.

D. Antes da adicdo de solugédo de acido sulfarico, 0 OD590 € monitorizado.
A reacdo ndo deve ser interrompida até que os valores OD590 sejam iguais aqueles
lidos na amostra inicial executada. As placas podem ser deixadas em um leitor de placas
cobertas e relidas até que o OD590 desejado seja obtido. Isto é para assegurar que as
diferencas na extensdo de desenvolvimento de cor ndo afetam as concentracdes de
amostras novo padrao.

E. Uma regressdo ndo linear de 4 parametros € usada para gerar uma curva
padrdo. As concentracbes das amostras sdo entdo usadas para gerar uma nova curva
padrdo da seguinte forma:

1. Cada poco correspondente a uma amostra na nova execucao padrao é re-
rotulado como um padrao e sua concentracao € inserida manualmente.

2. Depois que todas as amostras forem renomeadas e as concentragoes
inseridas, esses pogos sdo usados para gerar a nova curva padrdo e equacdo de
parametro.

3. A nova curva padrdo é entdo aplicada as amostras da amostra inicial

executada para interpolar as concentragdes de todas as amostras.

3.13  Andlise dos dados
Para analise dos dados foi usado o software GraphPad Prism® 6.0. Os
resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Foi utilizado o

teste de Grubbs, também chamado de método ESD (extreme studentized deviate), para
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determinar se o valor mais extremo na lista de dados € um valor significativo do resto
(outlier), caso o resultado fosse positivo para outlier o dado era removido. Utilizamos a
ANOVA para comparacdo dos subgrupos e a analise de variancia de dois fatores foi
utilizada para comparacdo dos resultados em cada uma das situacbes de interesse,
seguida do teste complementar de Tukey. Para a analise de sobrevivéncia foi utilizado o

método de Kaplan Meier. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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4.0 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em quatro capitulos. No primeiro capitulo
realizamos a caracterizacdo do modelo utilizado de polimorfismo da ECA. No segundo
capitulo foi analisado os efeitos das diferentes variac@es fisioldgicas do gene da ECA
em um periodo subagudo do infarto do miocardio (sete dias apds o infarto). No terceiro
capitulo foi analisado a influéncia das diferentes cdpias do gene da ECA p6s IAM em
um momento tardio (28 dias ap6s o infarto). Por fim, no quarto capitulo sdo
demonstradas as interacdes entre os grupos (controle sem infarto, sete dias apos infarto

e 28 dias apds infarto) e a curva de sobrevivéncia.

4.1  Capitulo | — Caracterizacdo do modelo

Nesse capitulo, com o intuito de caracterizar o modelo utilizado de
polimorfismo da ECA, serdo apresentadas as comparagdes entre 0s animais com uma
(ECA 1), duas (ECA 2) e trés copias (ECA 3) do gene da ECA que ndo foram
submetidos ao IAM.

4.1.1 Avaliacéo ecocardiogréafica

Os dados ecocardiograficos dos animais modificados geneticamente para
expressar diferentes flutuacdes fisioldgicas da ECA apresentam diferenca na relacéo
E/A, sendo que o grupo ECA 3 apresenta maior valores que os outros dois grupos (ECA
1 e ECA 2). Ndo foram observadas diferengas entre os grupos para os demais indices

avaliados (Tabela 1).



Tabela 1 - Dados ecocardiograficos dos grupos ECA 1, ECA2e ECA3

28

ECA1(n=11) ECA2(n=10) ECA3(n=10) P
a’(mm/s) 15,20+ 0,8 18,04 + 1,7 1521+1,2 0,244
e’(mmy/s) 17,60+ 1,7 1761+14 22,20+ 2,1 0,131
E/e’ 43,23 +5,2 40,27 + 4,5 32,05+2,8 0,287
E/A 1,08 £ 0,14 1,24 + 0,16 1,80 £ 0,14*# 0,011
TDE (ms) 1539+11 1542+ 1,3 1563+£1,2 0,987
TRIV/FC
0,046 £0,005 0,047 +£0,002 0,041+0,003 0,486
(ms/bpm)
ESIVd (mm) 0,84 £ 0,016 0,79 £ 0,030 0,85+ 0,024 0,180
VVEd (ul) 70,24 + 3,3 72,04 +£9,1 82,00+ 4,9 0,453
VVEs (ul) 48,84 + 3,8 39,70 £ 6,3 42,60 + 4,5 0,434
FAC (%) 37,14 +17 37,16 £1,2 40,68 + 1,3 0,103
FE (%) 42,40 £ 2,7 48,63 +1,3 48,11+25 0,162
FS (%) 22,08+ 2,0 24,31 +0,7 25,00+£1,2 0,339
MVE (mg) 0,136 £0,005  0,130+0,006 0,137 +0,009 0,800
MVE corr
94,74+ 6,5 91,74 +4,4 97,31+7,4 0,927
(9/mg)
PPVEd (mm) 0,81 +0,035 0,72 £ 0,003 0,83 £ 0,033 0,086

a’: velocidade dopler tecidual da onda a; e’: velocidade dopler tecidual da onda e; E/e’:
relacdo de onda E e e’; E/A: relacio de onda E e A; TDE: tempo de desaceleracdo da onda e’;
TRIV/FC: tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia cardiaca; ESIVd:
espessura do septo intraventricular na diéstole; VVEd: volume do ventriculo esquerdo na
diastole; VVEs: volume do ventriculo esquerdo na sistole; FAC: mudanga da area fraccional;
FE: fragcdo de ejecdo; FS: fracdo de encurtamento; MVE: massa do ventriculo esquerdo; MVE
corr: massa do ventriculo esquerdo corrigido pelo peso; PPVEd: parede posterior do
ventriculo esquerdo na diastole. Variaveis numéricas expressas em média * erro padrdo. * p <
0,05vs. ECA1; #p<0,05vs. ECA 2;

4.1.2 Frequéncia cardiaca e presséo arterial
A frequéncia cardiaca (ECA 1: 688 + 12,54; ECA 2: 655 * 15,77; ECA 3: 625
+ 25,60 bpm; p = 0,117), a pressao arterial sistolica (ECA 1: 124,6 £ 4,0; ECA 2: 127,1
+5,62; ECA 3: 129,2 + 3,32 mmHg; p = 0,776), diastdlica (ECA 1: 87,90 + 3,00; ECA

2: 86,79 + 2,63; ECA 3: 85,08 + 1,85 mmHg; p = 0,736) e média (ECA 1: 107,0 + 3,50;
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ECA 2: 107,0 £ 4,0; ECA 3: 107,4 = 2,50 mmHg; p = 0,994) ndo foram diferentes entre

0s grupos (Figura 6).
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Figura 6 - Parametros hemodinamicos dos grupos com uma, duas e trés copias do gene
da ECA. Painel: A) FC; B) PAS; C) PAD; D) PAM. FC: frequéncia cardiaca; PAS:
pressdo arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastélica; PAM: pressdo arterial média.
Varidveis numéricas expressas em média * erro padrdo. ECA 1: n=9; ECA2: n =7,
ECA3:n=7.
4.1.3 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Em relacdo a VFC, foi avaliado se o0 nimero de copias do gene da ECA poderia
interferir nos indices descritos abaixo. Dessa forma avaliamos a variabilidade da
frequéncia cardiaca no dominio do tempo e no dominio da frequéncia.
Variabilidade no dominio do tempo

A variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo, avaliada por

meio do desvio padrdo dos intervalos de pulso (ECA 1: 6,00 + 0,60; ECA 2: 5,82 *
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1,70; ECA 3: 4,95 + 0,45 ms; p = 0,354) ou pela variancia dos intervalos de pulso (ECA
1: 39,50 + 7,75; ECA 2: 36,50 + 7,25; ECA 3: 26,20 + 4,45 ms’; p = 0,321), ndo foi
diferente entre os grupos (Figura 7 - A e B). O RMSSD, um indice representativo da
modulacéo vagal, também nédo apresentou diferenca entre os grupos avaliados (ECA 1:

6,53 £ 0,60; ECA 2: 5,05 £ 0,70; ECA 3: 5,50 £ 0,45 ms; p = 0,211) (Figura 7 - C).
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Figura 7 - Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo dos grupos com
uma, duas e trés copias do gene da ECA. Painel: A) SDIP; B) VARIP; C) RMSSD.
SDIP: desvio padréo dos intervalos de pulso; VARIP: variancia dos intervalos de pulso;
RMSSD: raiz quadrada da média dos quadrados das diferencas entre intervalos de pulso
consecutivos. Variaveis numeéricas expressas em media + erro padrdo. ECA 1: n = 9;
ECA2:n=7,ECA3:n=17.

Variabilidade no dominio da frequéncia

Em relacdo aos dados de VFC no dominio da frequéncia, ndo foi observado
diferenca entre os grupos no componente VLF em valores absolutos (ECA 1: 2,44 +
0,83; ECA 2: 3,68 + 1,23; ECA 3: 2,50 + 0,56 ms®; p = 0,591). Similarmente, o LF
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absoluto (ECA 1: 4,76 + 2,00, ECA 2: 434 + 1,40 e ECA 3: 6,27 + 2,54 ms*; p =
0,780) e o HF absoluto nao foram diferentes entre os grupos avaliados (ECA 1: 9,37 +
1,70; ECA 2: 5,35 + 1,36; ECA 3: 7,76 + 1,9 ms?; p = 0,297), como pode ser observado

na figura 8.
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Figura 8 - Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia em valores
absolutos dos grupos com uma, duas e trés copias do gene da ECA. Painel: A) VLF abs;
B) LF abs; C) HF abs.VLF abs: banda de muito baixa frequéncia em valores absolutos;
LF abs: banda de baixa frequéncia em valores absolutos; HF: banda de alta frequéncia
em valores absolutos. Variaveis numéricas expressas em média + erro padrdo. ECA 1: n
=9;ECA2:n=7,ECA3:n=17.

Ja, para os indices de VFC em valores percentuais, somente 0 componente
VLF foi diferente entre os grupos, sendo maior no grupo ECA 2 comparado ao grupo
ECA 1 (ECA 2: 18,00 £ 4,25 vs. ECA 1: 7,87 £ 1,98; ECA 3: 11,68 + 1,75; p = 0,04).
Né&o foram observados diferencas nos indices de LF % (ECA 1: 39,83 + 6,40; ECA 2:
37,86 + 3,05; ECA 3: 39,29 + 6,84 %; p = 0,967) e HF % (ECA 1: 63,63 £ 9,42; ECA

2: 63,13 +9,45; ECA 3: 54,57 £ 8,06 %; p = 0,792) entre os grupos (Figura 9).
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Figura 9 - Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia em valores
percentuais dos grupos com uma, duas e trés copias do gene da ECA. Painel: A) VLF;
B) LF; C) HF. VLF: banda de muito baixa frequéncia; LF: banda de baixa frequéncia;
HF: banda de alta frequéncia. Varidveis numéricas expressas em meédia + erro padrao.
ECALn=9,ECA2:n=7,ECA3:n=7.*p<0,05vs. ECA 1;

Ao analisarmos os componentes normalizados, ou seja, sem a participacdo do
VLF, observamos que o LF normalizado, que representa a modulacdo cardiaca
simpatica, nao foi diferente entre os grupos (ECA 1: 43,00 £ 8,20; ECA 2: 59,29 + 6,30;
ECA 3: 48,96 £ 6,77; p = 0,292), bem como o HF normalizado, que representa a
modulacdo parassimpatica cardiaca (ECA 1: 57,00 + 8,32; ECA 2: 40,71 + 6,30; ECAS3:
51,04 + 6,77; p = 0,292). A razdo entre as bandas de baixa e alta frequéncia, que

demonstra o balango simpatovagal, também ndo foi diferente entre os grupos (ECA 1:

1,10 £ 0,30; ECA 2: 1,81 + 0,40; ECA 3: 1,21 £ 0,57 p = 0,521) (Figura 10).
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Figura 10 - Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia em valores
normalizados e balanco simpatovagal dos grupos com uma, duas e trés cépias do gene
da ECA. Painel: A) LF(nu); B) HF(nu); C) Balanco Simpatovagal. LF (nu): banda de
baixa frequéncia em valores normalizados; HF (nu): banda de alta frequéncia em
valores normalizados. Variaveis numéricas expressas em média * erro padrdao. ECA 1: n
=9;ECA2:n=7,ECA3:n=17.
4.1.4 Variabilidade da Presséo Arterial

A variabilidade da pressdo arterial sistélica quando avaliada pelo desvio padrao
da PAS ou pela variancia da PAS néo foi diferente entre os grupos (SDPAS: ECA 1:
5,00 £ 0,55; ECA 2: 5,08 £ 0,43; ECA 3: 4,80 + 0,34 mmHg; p = 0,917; VARPAS:
ECA 1: 27,40 + 5,80; ECA 2: 31,28 + 5,65; ECA 3: 23,81 + 3,57 mmHg?% p = 0,630).
Também ndo foi observado diferenca entre os grupos na modulacdo simpatica para 0s

vasos (ECA 1: 11,80 + 2,75; ECA 2: 12,75 + 3,28; ECA 3: 10,77 £ 1,82 mmHgZ; p=

0,873) (Figura 11).
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Figura 11 - Variabilidade da pressdo arterial sistolica dos grupos com uma, duas e trés
copias do gene da ECA. Painel: A) SDPAS; B) VARPAS; C) LFPAS abs.SDPAS:
Desvio padrdo da pressdo arterial sistdlica; VARPAS: Variancia da pressdo arterial
sistdlica; LFPAS abs: Banda de baixa frequéncia da pressdo arterial sistélica em valores
absolutos. Varidveis numéricas expressas em média + erro padrdo. ECA 1: n = 9; ECA
22n=7,ECA3:n=17.
4.1.5 Barorreflexo espontéaneo

Os dados do barorreflexo esponténeo, avaliado pelo método da sequéncia, sdo
apresentados na tabela 2. Os animais com trés copias do gene da ECA apresentaram
maiores valores para o indice de Down Gain quando comparados aos animais com uma

ou duas copias do gene da ECA. Para os demais indices ndo houve diferenca entre os

grupos.



Tabela 2 - Anélise do barorreflexo espontaneo pelo método da sequéncia

dos grupos ECA 1, ECA2e ECA3

ECA1(n=9) ECA2(n=7) ECA3(n=7) p

Rampas Up (n) 490,2 + 27,5 510,+66,0 539,0+70,0 0,827
Rampas Down (n) 380,0+258 350,2+37,6 331,6+455 0,638
Rampas totais (n) 870,1+43,8 860,0+87,2 870,2+109,0 0,995
BRR Up (n) 105,5+18,8 112,1+26,0 1184+358 0,945
BRR Down (n) 1616 £250 130,0+276 1250+274 0,573
All BRR (n) 182,8+£26,0 192,0+38,3 2457+60,0 0,547
Up BEI 0,21 +0,03 0,21 +£0,03 0,21 +£0,03 0,991
Down BEI 0,20 £ 0,02 0,22 £ 0,03 0,23 £ 0,04 0,790
All BEI 0,21 £ 0,02 0,21 +£0,03 0,26 £ 0,04 0,975
Up Gain 3,08 £ 0,40 2,80 £ 0,52 3,44 £ 0,47 0,766
(ms/mmHg)

Down Gain 2,24 £ 0,30 2,00+£0,36 3,80+0,50*# 0,0007
(ms/mmHg)

All Gain 2,86 £0,48 2,50+ 0,44 3,83+£0,50 0,135
(ms/mmHg)

Rampas Up: ndmero total de rampas em subida; Rampas Down: NUmero total de rampas em
decida; BRR Up: Rampas barorreflexas em subida; BRR Down: Rampas barorreflexas em decida;
All BRR: Namero total de rampas baroreflexas; Up BEI: indice de eficiéncia barorreflexa para
rampas em subida; Down BEI: indice de eficiéncia barorreflexa para rampas em descida; All
BEI: indice total de eficiéncia barorreflexa; Up Gain: Ganho barorreflexo em subida; Down
Gain: w; All Gain: Ganho total. Varidveis numéricas expressas em média + erro padrdo.* p <

0,05vs. ECA1; #p<0,05vs. ECA 2.

4.1.6 Peso corporal e tecidos
Né&o foi observado diferenca para os valores de peso corporal (ECA 1: 29,64 +
0,87; ECA 2: 29,35 + 0,86; ECA 3: 30,87 + 1,13 g; p = 0,280) (Figura 12 - A) e do
tecido cardiaco (ECA 1: 0,135 + 0,006; ECA 2: 0,146 + 0,006; ECA 3: 0,145 + 0,008 g;
p = 0,475) entre os grupos (Figura 12 - B). Também ndo houve diferenca ente 0s grupos
no peso do tecido adiposo branco (ECA 1-7: 0,731 + 0,09; ECA 2: 0,585 + 0,08; ECA

3:0,774 £ 0,105 g; p = 0,518) (Figura 12 — C), bem como no peso dos pulmdes (ECA 1:
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0,235 + 0,021; ECA 2: 0,288 + 0,031; ECA 3: 0,224 + 0,020 g; p = 0,166) (Figura 12 —

D).
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Figura 12 - Peso corporal e de tecidos dos grupos com uma, duas e trés copias do gene
da ECA. Painel: A) Peso corporal; B) Coracdo; C) TAB; D) Pulmdo. TAB: tecido
adiposo branco. Variaveis numéricas expressas em média + erro padrdo. ECA 1: n = 12;
ECA2:n=11;ECA:3n =11

Em relacdo ao peso dos demais tecidos, o indice de hipertrofia renal ndo foi
diferente entre os grupos (ECA 1: 75,40 + 3,50; ECA 2: 92,67 = 5,68; ECA 3: 80,45 +
4,23 g; p = 0,055) (Figura 13 - A). Também ndo houve diferenca entre 0s grupos para o
peso do figado (ECA 1: 1,430 £ 0,047; ECA 2: 1,489 + 0,098; ECA 3: 1,407 + 0,061 g;
p = 0,516) (Figura 13 - B) e do bago (ECA1: 0,136 + 0,47; ECA 2: 0,150 + 0,02 ECA3:

0,122 + 0,035 g; p = 0,893) (Figura 13 - C).
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Figura 13 - indice de hipertrofia renal e peso dos pulmdes e do baco dos grupos com
uma, duas e trés copias do gene da ECA. Painel: A) IHR; B) Figado; C) Bago. IHR:
Indice de hipertrofia cardiaca. Variaveis numéricas expressas em média + erro padro.
ECA1L:n=12;ECA2:n=11; ECA:3n=11.

4.1.7 Sumarios dos resultados do capitulo 1

A tabela 3 apresenta o sumario dos resultados para os dados que apresentaram

diferenca significativa no capitulo 1.
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Tabela 3 — Sumario das alteracgdes dos grupos ECA 1, ECA2e ECA 3

VARIAVEIS\
ECA1 ECA?2 ECA3
GRUPOS
Ecocardiografia
E/A (mm/s) Maior (vs. ECA 1,
ECA 2)
VFC
VLF (%) -- Maior (vs. ECA 1) --
Barorreflexo
Down Gain Maior (vs. ECA 1,
(ms/mmHg) ECA 2)

E/A: relacdo de onda E e A; VFC: variabilidade da frequéncia cardiaca; VLF (%): componente de muito
baixa frequéncia em valores percentuais; Down Gain: ganho barorreflexo em descida.

4.2  Capitulo Il — Comparacao entre os grupos nao infartados e 0s grupos
infartados avaliados sete dias apés o infarto do miocardio
Nesse capitulo serdo apresentadas as comparacGes entre 0s animais ndo
infartados com uma, duas e trés copias controles, ou seja ndo infartados (ECA 1, ECA 2
e ECA 3), e os animais infartados avaliados sete dias ap6s o IAM (ECA 1-7, ECA 2-7,

ECA 3-7).

4.2.1 Avaliacdo ecocardiografica
A tabela 4 apresenta os dados ecocardiograficos dos grupos controles sem
infarto (ECA 1, ECA 2 e ECA 3) comparado aos grupos infartados (ECA 1-7, ECA 2-7

e ECA 3-7).
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Tabela 4 - Dados ecocardiograficos dos grupos controles sem infarto (ECA 1, ECA 2 e ECA 3) e dos grupos infartados no periodo
de sete dias (ECA 1-7, ECA 2-7e ECA 3 -7)

ECA1(n=11) ECA2(n=10) ECA3(n=10) ECA1-7(n=6) ECA 2-7 (n=6) ECA 3-7 (n=8) P

a’(mm/s) 1520£0,85 1804+1,73  1521+1,17 8,90 £ 2,05# 73442 40%4$ 6,45 +0,88*#$  0,0001
e’ (mm/s) 17,60 1,7 17,61+ 1,4 22,20 2,1 21,56 + 1,10 21,22 + 3,35 17,18+1,70 0,315
Ele’ 4323+52 40,27 £ 4,5 32,05+2,8 30,84 + 3,84 48,59 + 11,09 38,20 £ 6,70 0,417
E/A 1,08 + 0,14 1,24 0,16 1,80 + 0,14 2,12 +0,17 1,74 £0,25 3,47 £0,50*#&  0,0001
TDE (ms) 1539+1,06 1542+1,35 1563+ 1,20 24,20 + 5,04 19,38 + 1,81 19,61 + 2,95 0,212
TRIV/FC (ms/bpm) 0,046 +0,005 0,047+0,002 0,041+0,003 0,088+0,014*#$ 0,054 + 0,0067 0,062 + 0,006 0,0003
ESIVd (mm) 084+0,016  0,79+0,030  0,85+0,024 0,87 0,061 0,75 +0,05 0,62 +0,036*$F  0,0004
VVEd (ul) 7024+328  72,04+914 82,00 +4,95 78,65 + 8,42 103,7 £ 12,22 110,2 + 6,50*# 0,002
VVEs (ul) 48,84+380  3970+6,30 42,60 + 4,48 45,07 + 6,48 40,70 + 4,73 67,80 + 8,95#$ 0,02

FAC (%) 37,14+167  37,16+123  4068+128  30,10+180%#%  31,12+147*#$  21,30+1,47*#$t&  0,0001
FE (%) 42,40+ 2,7 48,63+ 1,3 4811+25 35,06+ 3,604$ 35,97 + 4,18# 30,94 +3,40#$  0,0003
FS (%) 22,08 £ 2,0 24,31+0,7 25,00 + 1,2 18,68 + 2,3 17,25 +2,1$ 16,81 + 1,64$ 0,003
MVE (mg) 0,125+0,002 0,122+0,003 0,127+0,009 0,112 + 0,005 0,135 + 0,005 0,128 + 0,005 0,205
MVE corr (g/mg) 94,74 + 6,6 91,74 + 4,4 97,31+ 7,4 94,93 + 8,3 100,7 + 6,4 107,0 + 3,4 0,605
PPVEd (mm) 081+0,035  0,72+0003  0,83+0,033 0,78 + 0,08 0,74 +0,03 0,71 +0,04 0,230

a’: velocidade tecidual da onda a; e’: velocidade tecidual da onda e; E/e’: relacdo de onda E e e’; E/A: relagdo de onda E e A; TDE: tempo de desacelera¢do da onda
e’; TRIV/FC: tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela FC; ESIVd: espessura do septo intraventricular na diastole; VVEd: volume do ventriculo esquerdo
na didstole; VVESs: volume do ventriculo esquerdo na sistole; FAC: mudanga da area fracional; FE: fracdo de ejecdo; FS: fragdo de encurtamento; MVE: massa do
ventriculo esquerdo; MVE corr: massa do ventriculo esquerdo corrigido pelo peso corporal; PPVEd: parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole. Variaveis
numéricas expressas em media + erro padrdo. *p <0,05vs. ECA1;#p <0,05vs. ECA2;$p<0,05vs. ECA3; &p<0,05vs. ECA2-7; 7 p<0,05vs. ECA1-7.
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Um dos indices, a onda “a”, que representa o pico da contragdo atrial esta
reduzido nos grupos infartados, sendo essa reducdo mais evidente nos grupos ECA 2-7
e ECA 3-7, uma vez que no grupo ECA 1-7 essa reducéo sé foi significativa comparado
ao grupo ECA 2.

A relacdo E/A, um marcador classico da funcdo diastolica do ventriculo
esquerdo, foi maior no grupo ECA 3-7 comparado com 0s grupos sem infarto com uma
e duas cdpias do gene da ECA e com o grupo infartado com duas cépias do gene da
ECA.

O tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia cardiaca foi
maior no grupo ECA 1-7 versus todos os controles. Ainda, entre os grupos infartados, o
tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia cardiaca foi menor no
grupo ECA 2-7 em comparacao com o grupo ECA 1-7.

A espessura do septo intraventricular foi menor no grupo ECA 3-7 quando
comparado com os grupos ECA 1 e ECA 3 e com o grupo infartado ECA 1-7. Outro
indice que representa a progressao do infarto € o volume das camaras cardiacas. O
volume do ventriculo esquerdo na diastole foi maior no grupo infartado com 3 cépias da
ECA em relacdo aos grupos controles ECA 1 e ECA 2. Por sua vez, na sistole, esse
aumento também ocorreu somente no grupo ECA 3-7 quando comparado ao grupo ECA
2e ECA3.

A mudanca de area fracional (FAC) estava reduzida em todos 0s grupos
infartados (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) quando comparados com 0s controles sem
infarto (ECA 1, ECA 2 e ECA 3). Além disso, o grupo ECA 3-7 apresentou menor FAC
quando comparado com os grupos ECA 1-7 e ECA 2-7. Em relagcdo a fragdo de
encurtamento (FS), observamos menor FS no grupo ECA 2-7 em compara¢do com o

grupo ECA 3 e menor FS no grupo ECA 3-7 em compara¢do com os grupos ECA 2 e
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ECA 3. Quanto a fracdo de ejecdo (FE), observamos uma reducdo em todos os grupos
infartados quando comparado ao grupo ECA 2. Ainda, os grupos ECA 1-7 e ECA 3-7
também apresentaram menor FE do que o grupo ECA 3.

N&o foi observado diferenca entre 0s grupos para 0s seguintes parametros
avaliados: onda ¢’, relacao E/e’, TDE, MVE, MVE corrigido pelo peso corporal e

PPVEC.

4.2.2 Frequéncia cardiaca e pressao arterial

N&o foi observado influéncia do nimero de cdpias do gene da ECA ou mesmo
do 1AM na frequéncia cardiaca (ECA 1: 683+ 12,54; ECA 2: 655 + 15,77; ECA 3: 625
+ 25,60; ECA 1-7: 627 + 32,13; ECA 2-7: 688+ 12,58; ECA 3-7: 605 £ 23,92 bpm; p =
0,09), bem como na pressdo arterial sistolica (ECA 1: 124,6 + 4,0; ECA 2: 127,1 + 5,62;
ECA 3:129,2 + 3,32; ECA 1-7: 126,2 + 6,52; ECA 2-7: 124,7 + 2,48; ECA 3-7: 117,3
+ 5,16 mmHg; p = 0,627), diast6lica (ECA 1: 87,90 £ 3,0; ECA 2: 86,79 + 2,629; ECA
3: 85,08 + 1,846; ECA 1-7: 93,50 + 2,90; ECA 2-7: 90,57 + 2,15; ECA 3-7: 85,28 +
2,46 mmHg; p = 0,328) e média (ECA 1: 107,0 +3,5; ECA 2: 107,0 + 4,0; ECA 3: 107,4
+ 2,5, ECA1-7: 110,1 + 4,36; ECA 2-7: 108,7 + 1,81; ECA 3-7: 102,1 £ 4,15 mmHg; p

=0,806) (Figura 14).
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Figura 14 - Pardmetros hemodindmicos dos grupos com uma, duas e trés copias do
gene da ECA sem infarto (ECA 1, ECA 2 e ECA 3) e sete dias ap0s infarto do
miocéardio (ECA 1-7, ECA 2-7, ECA 3-7). Painel: A) Frequéncia Cardiaca; B) PAS; C)
PAD; D) PAM. PAS: pressao arterial sistdlica; PAD: pressdo arterial diastélica; PAM:
pressao arterial média. Variaveis numéricas expressas em média + erro padrdo. ECA 1:
n=9,ECA2:n=7,ECA3:n=7,ECA1-7:n=6; ECA2-7:n=6; ECA3-7:n=7.
4.2.3 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Variabilidade no dominio do tempo

Embora, de maneira geral os valores médios dos grupos infartados tenham sido
menores do que os dos grupos ndo infartados, ndo observamos diferenca significativa
entre os grupos na VFC no dominio do tempo, avaliada por meio do desvio padrdo dos
intervalos de pulso (ECA 1: 6,00 £ 0,60; ECA 2: 5,82 + 1,70; ECA 3: 4,95 + 0,45;
ECA 1-7: 4,27 = 0,35; ECA 2-7: 5,58 + 0,75; ECA 3-7: 5,17 £ 0,43 ms; p = 0,372) ou

pela variancia dos intervalos de pulso (ECA 1: 39,50 + 7,75; ECA 2: 36,50 + 7,25;
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ECA 3: 26,20 + 4,45; ECA 1-7: 18,76 + 10,58; ECA 2-7: 33,73 + 8,91; ECA 3-7: 28,11
+ 4,40 ms% p = 0,311) (Figura 15 A e B). De forma semelhante, o RMSSD, um indice
representativo da modulacdo vagal, também ndo apresentou diferenca entre 0s grupos
avaliados (ECA 1: 6,53 + 0,60; ECA 2: 5,05 £ 0,70; ECA 3: 5,50 £ 0,45; ECA 1-7:
6,00 £ 0,85; ECA 2-7: 5,45 + 0,55; ECA 3-7: 5,20 + 0,42 ms; p = 0,416) (Figura 15 -

Q).
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Figura 15 - Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo dos grupos com
uma, duas e trés copias do gene da ECA sem infarto (ECA 1, ECA 2 e ECA 3) e sete
dias ap0s infarto do miocardio (ECA 1-7, ECA 2-7, ECA 3-7). Painel: A) SDIP; B)
VARIP; C) RMSSD. SDIP: desvio padrdo dos intervalos de pulso; VARIP: variancia
dos intervalos de pulso; RMSSD: raiz quadrada da média dos quadrados das diferencas
entre intervalos de pulso consecutivos. Variaveis huméricas expressas em média + erro
padrdo. ECA1:n=9;ECA2:n=7,ECA3:n=7; ECA 1-7: n=6; ECA 2-7: n = 6;
ECA3-7:n=7.
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Variabilidade no dominio da frequéncia

Em relacdo aos dados de VFC no dominio da frequéncia, ndo foi observado
diferenca entre os grupos no componente VLF em valores absolutos (ECA 1: 2,44 +
0,83; ECA 2: 3,68 + 1,23; ECA 3: 2,50 + 0,56; ECA 1-7: 3,56 + 1,43; ECA 2-7: 5,83
2,27, ECA 3-7: 3,83 + 0,72 ms®; p = 0,458). J4, o componente LF em valores absolutos,
estava maior no grupo ECA 3-7 comparado aos grupos ECA 1, ECA 2 e ECA 1-7 (ECA
3-7:14,85+ 2,36 vs. ECA 1: 4,76 + 2,00, ECA 2: 4,34 + 1,40 e ECA 1-7: 5,13 + 1,88;
ECA 3: 6,27 + 2,54; ECA 2-7: 7,93 + 2,74 ms, p = 0,009). Em relacdo a modulago
vagal, avaliada pelo componente HF em valores absolutos, ndo houve diferenca entre os
grupos (ECA 1: 9,37 £ 1,70; ECA 2: 5,35+ 1,36; ECA 3: 7,76 + 1,9; ECA 1-7: 6,97
1,26; ECA 2-7: 7,63 + 1,95; ECA 3-7: 9,73 + 1,88 ms’; p = 0,507), como pode ser

observado na figura 16.
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Figura 16 - Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia em valores
absolutos dos grupos com uma, duas e trés cépias do gene da ECA sem infarto (ECA 1,
ECA 2 e ECA 3) e sete dias ap06s infarto do miocérdio (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7).
Painel: A) VLF abs; B) LF abs; C) HF abs.VLF abs: banda de muito baixa frequéncia
em valores absolutos; LF abs: banda de baixa frequéncia em valores absolutos; HF abs:
banda de alta frequéncia em valores absolutos. Variaveis numéricas expressas em média
terro padrdo. ECA1:n=9;ECA2:n=7,ECA3:n=7;ECA1-7:n=6; ECA 2-7: n
=6;ECA3-7:n=7.*p<0,05vs. ECA1; #p<0,05vs. ECA 2; { p <0,05 vs. ECA 1-7.

Quanto aos componentes da VFC no dominio da frequéncia em valores
percentuais, o componente VLF foi maior nos grupos ECA 1-7 e ECA 2-7 quando
comparados ao grupo ECA 1 (ECA 1-7: 18,87 £ 4,63 e ECA 2-7: 19,40 + 2,08 vs. ECA
1:7,87+1,98; ECA 2: 18,00 £4,25; ECA 3: 11,68 £ 1,75; ECA 3-7: 12,00 + 0,62 %; p
= 0,01). Nao foram observados diferengas entre os componentes de LF % (ECA 1:
39,83 + 6,40; ECA 2: 37,86 + 3,05; ECA 3: 39,29 + 6,84; ECA 1-7: 28,67 + 5,50; ECA

2-7: 33,60 + 4,90; ECA 3-7: 52,57 + 3,42 p = 0,055) e HF % (ECA 1: 63,63 + 9,42;
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ECA 2: 63,13 + 9,45; ECA 3: 54,57 + 8,06; ECA 1-7: 52,43 + 10,09; ECA 2-7: 46,80 +

6,40; ECA 3-7: 39,88 + 4,07 p = 0,278) (Figura 17).

VLF LF

Figura 17 - Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia em valores
percentuais dos grupos com uma, duas e trés cdpias do gene da ECA sem infarto (ECA
1, ECA 2 e ECA 3) e sete dias ap0s infarto do miocardio (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-
7). Painel: A) VLF; B) LF ; C) HF. VLF: banda de muito baixa frequéncia em
porcentagem; LF: banda de baixa frequéncia em porcentagem; HF: banda de alta
frequéncia em porcentagem. Variaveis numéricas expressas em média + erro padréo.
ECALn=9,ECA2:n=7,ECA3:n=7,ECA1-7: n=6; ECA 2-7:n=6; ECA 3-7:n
=7.*p<0,05vs. ECA 1.

Ao analisarmos os componentes normalizados, ou seja, sem a participacédo do
VLF, o LF normalizado, que representa a modulacdo cardiaca simpatica, ndo foi
diferente entre os grupos (ECA 1: 43,00 =+ 8,20; ECA 2: 59,29 + 6,30; ECA 3: 48,96 +

6,77, ECA 1-7: 37,98 + 8,70; ECA 2-7: 44,00 + 5,77, ECA 3-7: 59,57 * 3,55; p =

0,150), bem como o HF normalizado, que representa a modulagdo parassimpética
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cardiaca (ECA 1: 57,00 + 8,32; ECA 2: 40,71 £ 6,30; ECA 3: 51,04 £ 6,77; ECA 1-7:
62,01 + 8,70; ECA 2-7: 57,40 * 6,86; ECA 3-7: 44,25 £ 5,00; p = 0,243). Ja, a razéo
entre as bandas de baixa e alta frequéncia, que representa o balanco simpatovagal, foi
maior no grupo ECA 3-7 do que no grupo ECA 1-7 (ECA 3-7: 2,22 £ 0,17 vs. ECA 1-7:
0,81 + 0,25; ECA 1: 1,10 = 0,30; ECA 2: 1,81 + 0,40; ECA 3: 1,21 + 0,57; ECA 2-7:

1,07 £ 0,31; p = 0,04) (Figura 18).
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Figura 18 - Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia em valores
normalizados e balanco simpatovagal dos grupos com uma, duas e trés copias do gene
da ECA sem infarto (ECA 1, ECA 2 e ECA 3) e sete dias ap0s infarto do miocardio
(ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7). Painel: A) LF(nu); B) HF(nu); C) Balanco
Simpatovagal. LF (nu): banda de baixa frequéncia em valores normalizados; HF (nu):
banda de alta frequéncia em valores normalizados. Varidveis numéricas expressas em
média * erro padrdo. ECA1:n=9;ECA2:n=7,ECA3:n=7; ECA 1-7: n=6; ECA
2-7:n=6; ECA3-7:n=7. 7 p<0,05vs. ECA 1-7.
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4.2.4 Variabilidade da Pressdo Arterial

A VARPAS, gquando avaliada pelo desvio padrdo da PAS ou pela variancia da
PAS, ndo foi diferente entre os grupos (SDPAS: ECA 1: 5,00 + 0,55; ECA 2: 5,08 +
0,43; ECA 3: 4,80 + 0,34; ECA 1-7: 5,42 + 0,62; ECA 2-7: 4,70 £ 0,22; ECA 3-7: 5,07
+ 0,61 mmHg; p = 0,940; VARPAS: ECA 1: 27,40 + 5,80; ECA 2: 31,28 + 5,65; ECA
3:23,81 £ 3,57; ECA 1-7: 31,34 + 6,63; ECA 2-7: 22,01 + 2,15; ECA 3-7: 28,76 + 7,00
mmHg?; p = 0,803). Também ndo foi observado diferenca estatistica entre os grupos na
modulacdo simpatica para os vasos (ECA 1: 11,80 + 2,75; ECA 2: 12,75 + 3,28; ECA 3:
10,77 + 1,82; ECA 1-7: 13,32 + 3,58; ECA 2-7: 13,17 + 1,85; ECA3-7: 14,22 + 1,70

mmHg?; p = 0,916) (Figura 19).

SDPAS Variancia PAS

mmHg?
mmHg?2

LFPAS abs

mmHg?

Figura 19 - Variabilidade da pressédo arterial sistlica dos grupos dos grupos com uma,
duas e trés copias do gene da ECA sem infarto (ECA 1, ECA 2 e ECA 3) e sete dias
apos infarto do miocardio (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7). Painel: A) SDPAS; B)
Variancia PAS; C) LFPAS abs. SDPAS: desvio padrdo da pressdo arterial sistdlica;
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LFPAS: banda de baixa frequéncia da pressdo arterial sistolica. Varidveis numericas
expressas em média * erro padrdo. ECA 1:n=9; ECA2:n=7,ECA 3. n=7; ECA 1-
7: n=6; ECA2-7:n=6; ECA3-7:n=17.

4.2.5 Barorreflexo espontaneo
Os dados do barorreflexo espontaneo, avaliado pelo método da sequéncia, sdo
apresentados na tabela 5. O aumento do numero de copias da ECA ou o infarto do

miocardio ndo promoveram alteracbes em nenhum dos indices avaliados.
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Tabela 5 - Analise do barorreflexo espontaneo pelo método da sequéncia dos grupos controles sem infarto (ECA 1, ECA 2 e ECA
3) e dos grupos infartados no periodo de sete dias (ECA 1-7, ECA 2-7e ECA 3 -7)

ECA1(n=9) ECA?2(n=7) ECA3(n=7) FCALT oAz (n=6) CAST
(n=6) (n=7)
Rampas Up (n) 4902+ 27,5  510,+660 539,0%70,0 380,00£50,70 513,20+4120 44500+ 82,00 0,603
Rampas Down (n) 380,0+258 3502+37,6 3316+455 28870+3220 380,00%38,90 28650+4078 0,338
Rampas totais (n) 870,1+438 8600872 870,2+109,0 650,80+ 74,40 894,20+6358 780,30+140,80 0,711
BRR Up (n) 1055+188 112,1+260 1184+358 6500+1375 9583+12,00 70,50 +20,00 0,927
BRR Down (n) 161,6+250 13004276 12504274 60,00+21,00 60,00+6,10  57,58+1135 0,117
All BRR (n) 18284260 192,0+383 2457+600 8545+2488 15480+1325 128,10+30,00 0,999
Up BEI 021+003 021+003 021+003  0,15+0,02 0,18 + 0,01 015+001 0,410
Down BEI 020£002 022+003 023+004  013+0,03 0,15 + 0,01 0,18+0,02 0,240
All BEI 0214002 021+003 026+004 015+ 0,02 0,17 + 0,01 0,17+001 0,400
Up Gain (ms/mmHg) 308+0,40 280+052 344+047  3,40+095 3,03+ 0,70 2,66+043 0,64
Down Gain (ms/mmHg) ~ 2,24+030 200+036 380+050  435+1,10 2,70 + 0,35 265+062 0,117
All Gain (ms/mmHg) 286+048 2504044 383+050 3,00+ 0,50 3,00 + 0,45 3,00£050 0,200

Rampas Up: numero total de rampas em subida; Rampas Down: NUmero total de rampas em decida; BRR Up: Rampas barorreflexas em subida; BRR Down: Rampas
barorreflexas em decida; All BRR: NUmero total de rampas baroreflexas; Up BEI: indice de eficiéncia barorreflexa para rampas em subida; Down BEI: indice de
eficiéncia barorreflexa para rampas em descida; All BEI: indice total de eficiéncia barorreflexa; Up Gain: Ganho barorreflexo em subida; Down Gain: Ganho
barorreflexo em descida; All Gain: Ganho total. Varidveis numéricas expressas em média * erro padrao.
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4.2.6 Peso corporal e tecidos

Né&o foi observado diferenca no peso corporal entre os grupos (ECA 1: 29,64 +
0,87; ECA 2: 29,35 + 0,86; ECA 3: 30,87 + 1,13; ECA 1-7: 29,47 + 0,78; ECA 2-7:
27,57 £ 1,20; ECA 3-7: 28,45 + 0,88 ¢; p = 0,280) (Figura 20 - A). Ja, em relagédo ao
peso do coracdo, foi observado maior peso no grupo ECA 3-7 em comparacdo aos
grupos ndo infartados (ECA 3-7: 0,205 + 0,01 vs. ECA 1: 0,135 + 0,006, ECA 2: 0,146
+ 0,006 e ECA 3:0,145 + 0,008; ECA 1-7: 0,175 +£0,01; ECA 2-7: 0,178 £ 0,01 g; p <
0,0001) (Figura 20 - B). O peso do tecido adiposo branco foi menor nos grupos ECA 1-
7 e ECA 3-7 comparados ao grupo ECA 3 (ECA 1-7: 0,311 + 0,09 e ECA 3-7: 0,368 +
0,06 vs. ECA 3: 0,774 = 0,105; ECA 1: 0,731 + 0,135; ECA 2: 0,585 + 0,08; ECA 2-7:
0,450 + 0,08 g; p = 0,004) (Figura 20 - C). Néo foi observado diferencas no peso dos
pulmdes entre os grupos (ECA 1: 0,235 + 0,021; ECA 2: 0,288 + 0,031; ECA 3: 0,224 +
0,020; ECA 1-7: 0,186 = 0,01; ECA 2-7: 0,210 + 0,01; ECA 3-7: 0,201 £ 0,01 g; p =

0,180) (Figura 20 - D).
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Figura 20 - Peso corporal e de tecidos dos grupos com uma, duas e trés copias do gene
da ECA sem infarto (ECA 1, ECA 2, ECA 3) e sete dias ap0s infarto do miocéardio
(ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7). Painel: A) Peso corporal; B) Coracdo; C) TAB; D)
Pulmao. TAB: tecido adiposo branco. Variaveis numéricas expressas em média + erro
padrdo. ECA1:n=12; ECA2:n=11; ECA3:n=11;, ECAl-7:n=9; ECA 2-7:n=7;
ECA3-7:n=8.*p<0,05vs. ECAL;#p<0,05vs. ECA2;$p<0,05vs. ECA 3.

Em relacdo ao peso dos demais tecidos, o indice de hipertrofia renal ndo foi
diferente entre os grupos (ECA 1: 75,40 + 3,50; ECA 2: 92,67 + 5,68; ECA 3: 80,45 +
4,23; ECA 1-7: 85,02 + 4,05; ECA 2-7: 93,28 + 6,94; ECA 3-7: 82,68 + 2,40 g; p =
0,058) (Figura 21 - A). Também n&o houve diferenca entre 0s grupos para 0 peso do
figado (ECA 1: 1,430 + 0,047; ECA 2: 1,489 + 0,098 ECA 3: 1,407 £ 0,061; ECA 1-7:
1,300 + 0,130; ECA 2-7: 1,333 + 0,063; ECA 3-7: 1,459 + 0,057 g; p = 0,444) (Figura

21 - B) e do bago (ECA 1: 0,136 + 0,47; ECA 2: 0,150 + 0,02; ECA 3: 0,122 + 0,035;
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ECA 1-7: 0,136 = 0,030; ECA 2-7: 0,170 + 0,048; ECA 3-7: 0,125 + 0,013 g; p =

0,949) (Figura 21- C).
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Figura 21 - Peso de tecidos dos grupos com uma, duas e trés cdpias do gene da ECA
sem infarto (ECA 1, ECA 2, ECA 3) e sete dias ap6s infarto do miocérdio (ECA 1-7,
ECA 2-7 e ECA 3-7). Painel: A) indice de Hipertrofia renal; B) Figado; C) Baco.
Varidveis numéricas expressas em média + erro padrdo. ECA 1: n=12; ECA 2: n = 11;
ECA3:n=11;ECA1-7:n=9;ECA2-7:n=7;ECA3-7:n=8.

4.2.7 Sumarios dos resultados do capitulo 2
A tabela 6 apresenta o sumario dos resultados para os dados que apresentaram

diferenca significativa no capitulo 2 nos grupos infartados sete dias apos o |AM
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Tabela 6 - Sumario das alteracdes dos grupos infartados ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA

3-7

VARIAVEIS\
GRUPOS

ECA 1-7

ECA 2-7

ECA 3-7

Ecocardiografia

a’ (mm/s)

E/A

TRIV/FC (ms/bpm)

ESIVd (mm)
VVEd (ul)
VVEs (ul)

FAC (%)

FE (%)
FS (%)
VFC
LF abs (ms?)
VLF (%)
LF/HF
Peso tecidos
Coracao (g)

TAB (g)

Menor (vs. ECA 2)

Maior (vs. ECA 1,
ECA 2, ECA3)

Menor (vs. ECA 1,
ECA 2, ECA3J)

Menor (vs. ECA 2,
ECA3)

Maior (vs. ECA 1)

Menor (vs. ECA 3)

Menor (vs. ECA 1,
ECA2eECA3)

Menor (vs. ECA 1-
7)

Menor (vs. ECA 1,
ECA 2, ECA3J)

Menor (vs. ECA 2)

Menor (vs. ECA 3)

Maior (vs. ECA 1)

Menor (vs. ECA 1,
ECA 2, ECA3)
Maior (vs. ECA 1,
ECA 2, ECA 2-7)

Menor (vs. ECAL,

ECA 3, ECA 1-7)

Maior (vs. ECA 1,
ECA?2)

Maior (vs. ECA 2,
ECA 3)

Menor (vs. ECA 1,

ECA 2,ECA3,
ECA 1-7, ECA 2-
7)

Menor (vs. ECA 2,
ECA 3)
Menor (vs. ECA 2,
ECA 3)

Maior (vs. ECA 1,
ECA 2, ECA 1-7)

Maior (vs. ECA 1-
7)

Maior (vs. ECA 1,
ECA 2, ECA3)
Menor (vs. ECA 3)

a’: velocidade tecidual da onda a; E/A: relacdo de onda E e A; TRIV/FC: tempo de relaxamento
isovolumétrico corrigido pela FC; ESIVd: espessura do septo intraventricular na diastole; VVEd: volume
do ventriculo esquerdo na diéstole; VVEs: volume do ventriculo esquerdo na sistole; FAC: mudanga da area
fracional; FE: fracdo de ejecdo; FS: fracdo de encurtamento; LF abs: banda de baixa frequéncia em valores
absolutos; VLF%: banda de muito baixa frequéncia em porcentagem; LF/HF: relagdo das ondas de
LF/HF;TAB: tecido adiposo branco.
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4.3 Capitulo 111 — Comparacéo entre grupos infartados sete e 28 dias ap0s o
infarto

Nesse capitulo serdo apresentadas as comparagdes entre os animais infartados

sete dias (ECA 1, ECA 2 e ECA 3) e 28 dias apos o IAM (ECA 1-7, ECA 2-7, ECA 3-

7).

4.3.1 Avaliacéo ecocardiogréafica

A analise ecocardiografica comparando os dois tempos de infarto (sete e 28
dias apds infarto do miocardio) mostra que o grupo ECA 2-28 apresentou menor relagdo
E/A que o grupo ECA 3-7 (ECA 2-28: 1,75 £ 0,14 vs. ECA 3-7: 3,47 = 0,50 mm/s, p =
0,05). Quanto aos demais grupos, ndo observamos diferencas na relacdo E/A (ECA 1-7:
2,16 + 0,17; ECA 2-7: 1,74 + 0,25; ECA 1-28: 2,12 + 0,17; ECA 3-28: 2,40 + 0,36
mm/s) (Figura 22 - A).

N&o foram observadas diferencas entre os grupos na FAC (ECA 1-7: 30,10 +
1,80; ECA 2-7: 31,12 + 1,47; ECA 3-7: 21,30 £ 1,47; ECA 1-28: 32,86 + 3,06; ECA 2-
28: 30,00 £ 2,10; ECA 3-28: 28,27 + 1,88 %; p = 0,150) (Figura 22 - B). A espessura do
septo intraventricular na diastole foi menor nos grupos ECA 3-7 e ECA 1-28
comparados ao grupo ECA 1-7 (ECA 3-7: 0,62 + 0,03 e ECA 1-28: 0,63 + 0,03 vs.
ECA 1-7: 0,87 £ 0,06 mm; p = 0,014). Para os demais grupos ndo observamos diferenca
nesse parametro (ECA 2-7: 0,76 + 0,05; ECA 2-28: 0,70 + 0,04; ECA 3-28: 0,67 + 0,02

mm) (Figura 22 - C).
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Figura 22 - Dados ecocardiograficos dos grupos infartados no periodo de sete dias
(ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28 dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) apo6s
infarto do miocardio. Painel: A) E/A; B) FAC; C) ESIVd; E/A: relacdo da onda E pela
onda A; FAC: Mudanca de area fracional; ESVId: espessura do septo intraventricular
em diastole. Variaveis numericas expressas em média + erro padrdo. ECA 1-7: n = 6;
ECA2-7:n=6; ECA3-7:n=8; ECA 1-28: n=6; ECA 2-28 n = 6; ECA 3-28: n = 10.
Ip<0,05vs. ECA3-7; &p<0,05vs. ECA 2-7; ¥ p <0,05 vs. ECA 1-7.

A massa do ventriculo esquerdo foi maior nos grupos ECA 1-28 e ECA 2-28
comparados ao grupo ECA 1-7 (ECA 1-28: 0,177 £ 0,01; ECA 2-28: 0,174 + 0,01 vs.
ECA 1-7: 0,112 + 0,005 g; p = 0,02). Contudo, quando corrigimos a massa do
ventriculo esquerdo pelo peso corporal ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos

(ECA 1-7: 94,93 + 8,3; ECA 2-7: 100,7 + 6,4; ECA 3-7: 107,0 + 3,4; ECA 1-28: 135,5

+15,4; ECA 2-28: 135,1 + 10,3 e ECA 3-28: 121,6 + 10,2 g; p = 0,120) (Figura 23).
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Figura 23 - Dados ecocardiograficos dos grupos infartados no periodo de sete dias
(ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28 dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) apds
infarto do miocardio. Painel: A) Massa do VE; B) Massa do VE/peso; VE: ventriculo
esquerdo; VE/peso: ventriculo esquerdo corrigido pelo peso corporal. Variaveis
numéricas expressas em média * erro padrdo. ECA 1-7: n = 6; ECA 2-7: n = 6; ECA 3-
7:n=8,ECA1-28:n=6; ECA 2-28n=6; ECA 3-28: n=10.f p<0,05vs. ECA 1-7;
p <0,05vs. ECA 3-7.

Os demais parametros avaliados pela ecocardiografia estdo apresentados na
tabela 7, sendo que nao foram observadas diferencas entre os grupos sete dias e 28 dias

apos IAM.



Tabela 7 - Dados ecocardiograficos dos grupos infartados no periodo de sete (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28 dias (ECA 1-
28, ECA 2-28 e ECA 3-28) ap0s infarto do miocérdio

ECA 1-7 ECA 2-7 ECA 3-7 ECA 1-28 ECA 2-28 ECA 3-28
(n=6) (n=6) (n=8) (n=6) (n=6) (n=10) P
2’ (mm/s) 890+205 7,34+240 645+088  563+114  704+x121  567+123 0,740
e’ (mm/s) 2156+1,10 2122+335 17,08+170 2363+2,14 2532+273  2264+332 0,613
E/e’ 30,84+3,84 4859+11,09 3820+£670 4673+11,04 4933+875 41,88+656 0,850
TDE (ms) 2420+504 1938+181 1061+£295 2157+250 2024+187 2053+124 0,872
TRIV/FC (ms/bpm) ~ 0,088 +£0,014 0,054 +0,006 0,062 0,006 0,056+0,004 0,070+0,005 0070+0,08 0,064
VVEd (ul) 78,65+8,42 1037+12,22 1102+650 131,4+12,25 1315+1300 132,4+17,44 0,085
VVEs (ul) 4507648 4070+4,73 67,80+895 82,92+953 89,08+11,93 09527+2062 0,056
FE (%) 3506+3,60 3507+4,18 3094+340 3873+366 3418+253  32,23+632 0,820
FS (%) 1868+23 172521 1681+16 17112170 1652+132  14,96+215 0,867
PPVEd (mm) 0,78+0,08 074003 071004 078+007  084+007  082+005 0,668

a’: velocidade dopler tecidual da onda a; e’: velocidade dopler tecidual da onda e; E/e’: relagdo de onda E e e’; TDE: tempo de desaceleracdo da onda e’;
TRIV/FC: tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia cardiaca; VVVEd: volume do ventriculo esquerdo na didstole; VVEs: volume do
ventriculo esquerdo na sistole; FE: fracdo de eje¢do; FS: fracdo de encurtamento; PPVEd: parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole. Varidveis
numéricas expressas em média + erro padréo.
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4.3.2 Frequéncia cardiaca e pressao arterial

N&o foi observado influéncia do nimero de copias do gene da ECA ou do
infarto na frequéncia cardiaca (ECA 1-7: 627 + 32,13; ECA 2-7: 668 + 12,58; ECA 3-7:
605 + 23,92; ECA 1-28: 581 + 45,41; ECA 2-28: 614 *+ 31,32; ECA 3-28: 608 + 30,00
bpm; p = 0,523), bem como na pressao arterial sistolica (ECA 1-7: 126,2 £ 6,52; ECA
2-7:124,7 + 2,48; ECA 3-7: 117,3 + 5,16; ECA 1-28: 120,00 + 5,00; ECA 2-28: 128,00
* 6,50; ECA 3-28: 130,00 + 4,00 mmHg; p = 0,530), diastdlica (ECA 1-7: 93,50 * 3,0;
ECA 2-7: 90,57 = 2,15; ECA 3-7: 85,28 + 2,46; ECA 1-28: 80,25 + 4,25; ECA 2-28:
89,80 + 3,15; ECA 3-28: 90,88 £ 2,50 mmHg; p = 0,068) e média (ECA 1-7: 110,0 +
4,36; ECA 2-7: 108,7 + 1,81; ECA 3-7: 102,1+ 4,15; ECA 1-28: 100,00 * 4,84; ECA 2-

28: 109,00 + 4,43; ECA3-28: 110,2 + 3,17 mmHg; p = 0,318) (Figura 24).
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Figura 24 - Parametros hemodinamicos dos grupos infartados no periodo de sete dias
(ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28 dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) ap0s
infarto do miocéardio. Painel: A) Frequéncia cardiaca; B) PAS; C) PAD; D) PAM. PAS:
pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica; PAM: pressdo arterial média.
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Variaveis numericas expressas em média + erro padrdo. ECA 1-7: n=6; ECA 2-7: n =
6; ECA3-7:n=7, ECA1-28:n=7; ECA 2-28: n=7; ECA 3-28: n=8.
4.3.3 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Avaliamos se 0 numero de cépias do gene da ECA poderia interferir na VFC
(no dominio do tempo e no dominio da frequéncia) em camundongos submetidos a IAM
sete e 28 dias apos o infarto.
Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo

Como pode ser observado na tabela 8, ndo foram observadas diferencas entre

0S grupos nos parametros da VFC no dominio do tempo.
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Tabela 8 - Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo dos grupos infartados no periodo de sete (ECA 1-
7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28 dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) apds infarto do miocérdio

ECA 1-7 ECA 2-7 ECA 3-7 ECA 1-28 ECA 2-28 ECA 3-28 p

(n=6) (n=6) (n=7) (n=7) (n=7) (n=8)

SDIP (ms) 4,27 + 0,35 5,58 +0,75 5,17 +0,43 4,26 + 1,40 5,73+1,10 4,21 + 0,56 0,597
VARIP (ms?) 18,76 £10,58 33,73+891 28,11+4,40 2598+17,66 39,00+ 1444 19,62 +4,96 0,550
RMSSD (ms) 6,00 + 0,85 5,45 + 0,55 5,20+ 0,42 5,60 +2,93 5,38 +1,18 4,10+0,78 0,913

SDIP: desvio padrdo dos intervalos de pulso; VARIP: variancia dos intervalos de pulso; RMSSD: raiz quadrada da média dos quadrados das diferencas
entre intervalos de pulso consecutivos. Varidveis numéricas expressas em média + erro padréo.
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Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia

Os dados da VFC no dominio da frequéncia sdo apresentados na tabela 9. Sete
dias apos infarto do miocardio, o componente LF em valores absolutos foi maior no
grupo ECA 3-7 comparado ao grupo ECA 1-7. Também observamos que o componente
LF em valores absolutos era menor nos grupos ECA 1-28 e ECA 3-28 em comparacao
ao grupo ECA 3-7. Quanto ao LF em valores percentuais, o grupo ECA 3-7 apresentou
maior LF que o grupo ECA 1-7.

Quanto ao balango simpatovagal, observamos que o grupo ECA 3-7 apresentou
maior balanco comparado ao grupo ECA 1-7, indicando uma maior predominancia
simpatica nesse grupo. Para os demais parametros da VFC no dominio da frequéncia

ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos.



Tabela 9 - Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia dos grupos infartados no periodo de sete (ECA
1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28 dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) ap0s infarto do miocardio

ECA 1-7 ECA 2-7 ECA 3-7 ECA 1-28 ECA 2-28 ECA 3-28 p
(n=6) (n=6) (n=7) (n=7) (n=7) (n=8)
VLF abs (ms?) 3,56 +1,43 5,83 +2,27 3,83+£0,72 1,70 £ 0,96 2,01£0,28  3,77+0,65 0,240
LF abs (ms?) 5,13 + 1,88 793+274  1485+236+ 4,09+145% 7,08+146 6,04+1,03f 0,003
HF abs (mSZ) 6,97 + 1,26 7,63+1,95 9,73+1,88 9,54 +6,11 5,66 +1,25 794+1,71 0,882
VLF % 18,87 + 4,63 19,40 + 2,08 12,00 + 0,62 11,60+ 3,17 13,20+£0,96 20,00 £ 1,55 0,055
LF % 28,67 £ 5,50 3360+490 52,57+3,42f 34,00+£850 46,00+520 34,86+ 3,83 0,017
HF % 52,43 +10,09 46,80 £ 6,40 39,88+4,07 5480+11,76 40,80+4,84 46,30 5,66 0,640
LF (nu) 37,98 +8,70 44,0 +5,77 59,5+3,5 39,80 +10,66 53,00+583 44,57 +578 0,200
HF (nu) 62,01 £ 8,70 57,40 + 6,86 4425+500 60,20+10,66 47,00+5,83 5543+5,78 0,374
LF/HF 0,81 +0,25 1,07+£0,31 2,22+ 0,17F 1,00 £ 0,34 1,47 £0,47 1,15+ 0,30 0,015

VLF abs: banda de muito baixa frequéncia em valores absolutos; LF abs: banda de baixa frequéncia em valores absolutos; HF: banda de alta frequéncia em
valores absolutos; VLF %: banda de muito baixa frequéncia em valores percentuais; LF %: banda de baixa frequéncia em valores percentuais; HF%: banda
de alta frequéncia em valores percentuais; LF (nu): banda de baixa frequéncia em valores normalizados; HF (nu): banda de alta frequéncia em valores
normalizados LF/HF: balanco simpatovagal. Variaveis numéricas expressas em média + erro padrdo. T p < 0,05 vs. ECA 1-7; { p < 0,005 vs. ECA 3-7.
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4.3.4 Variabilidade da Presséo Arterial
N&o foi observado alteracdes nos indices de variabilidade da pressdo arterial

sistdlica entre os grupos sete e 28 dias apos IAM (Tabela 10).

Tabela 10 - Variabilidade da pressdo arterial sistélica dos grupos infartados no periodo
de sete (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28 dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e
ECA 3-28) apos infarto do miocérdio

ECA1-7 ECA2-7 ECA3-7 ECA1-28 ECA2-28 ECA3-28 p

(n=6) (n=6) (n=7) (n=8) (n=7) (n=9)
SDPAS

542+0,62 4,70+0,22 5,07+0,61 4,08+0,26 4,10+0,21 5,26+0,64 0,33
(mmHg)
VARPAS

31,34+6,63 22,01+2,15 28,76+7,00 16,96+2,10 17,06£1,86 29,34+6,66 0,28
(mmHg?)
LFPAS

13,32+43,58 13,17+1,85 14,22+1,70 8,37+3,14 8,00+1,64 9,40+1,33 0,13
(mmHg?)

SDPAS: desvio padrdo da pressdo arterial sistélica; VARPAS: variancia da pressdo arterial sistélica; LFPAS:
banda de baixa frequéncia da pressdo arterial sistélica. Varidveis numéricas expressas em média + erro padréo.

4.3.5 Barorreflexo espontéaneo
Quanto ao barorreflexo espontaneo, avaliado pelo método da sequéncia (Tabela
11), observamos que o grupo ECA 1-28 apresenta maiores valores de eficiéncia do
barorreflexo para as rampas em subida (Up BEI) e do barorreflexo como um todo (All
BEI) em comparagdo com os grupos infartados em sete dias (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA

3-7).



Tabela 11 - Anélise do barorreflexo espontaneo pelo método da sequéncia dos grupos infartados no periodo de sete (ECA 1-7,

ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28 dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) ap0s infarto do miocardio
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ECA1-7(n=6) ECA2-7(n=6) ECA3-7(n=7) ECA1-28(n=8) ECA2-28(n=7) ECA 3-28 (n=9) P

Rampas Up (n) 380,00 £50,70 513,20 £41,20 445,00 = 82,00 392,3+ 77,30 477,2 £ 45,10 542,6 + 88,5 0,52
Rampas Down(n) 288,70 £ 32,20 380,00 £38,90 286,50 + 40,78 301,2 £ 54,30 376,7 £ 61,90 392,2 £ 60,0 0,23
Rampas totais (n) 650,80 £ 74,40 894,20 £ 63,58 780,30 + 140,80  693,5+ 111,05 853,8 + 85,30 934,8 +138,8 0,53
BRR Up (n) 65,00+ 13,75 95,83+ 12,00 70,50 + 20,00 106,8 + 13,60 127,3 + 35,40 111,0 + 15,80 0,54
BRR Down (n) 60,00 + 21,00 60,00 + 6,10 57,58 £ 11,35 80,0 + 18,70 76,8 £ 27,50 80,8 + 24,30 1,00
All BRR (n) 85,45+ 2488 154,80+ 13,25 128,10 + 30,00 186,7 + 29,05 204,2 + 61,57 190,8 + 33,50 0,30
Up BEI 0,15+ 0,02 0,18 £0,01 0,15+0,01 0,34 £ 0,037&% 0,19 £0,05 0,19 +0,03 0,0007
Down BEI 0,13+0,03 0,15+0,01 0,18 £ 0,02 0,28 £0,03 0,15+0,01 0,18 £ 0,02 0,47
All BEI 0,15+ 0,02 0,17+0,01 0,17+0,01 0,28 £0,037&% 0,22 £0,04 0,20+ 0,01 0,025
Up Gain

3,40 £ 0,95 3,03+0,70 2,60+0,43 4,06 £1,80 2,30+0,28 1,72 + 0,30 0,70
(ms/mmHg)
Down Gain

435+1,10 2,70+ 0,35 2,65+0,62 2,55+0,65 2,40 + 0,66 1,68 + 0,25 0,26
(ms/mmHg)
All Gain

3,00+0,50 3,00+0,45 3,00 £ 0,50 3,65+1,40 2,45+0,38 1,90 £ 0,20 1,00
(ms/mmHg)

Rampas Up: ndmero total de rampas em subida; Rampas Down: Nimero total de rampas em decida; BRR Up: Respostas de rampas barorreflexas em subida;
BRR Down: Respostas de rampas barorreflexas em decida; All BRR: NUmero total de rampas baroreflexas; Up BEI: indice de eficiéncia barorreflexa para
rampas em subida; Down BEI: indice de eficiéncia barorreflexa para rampas em descida; All BEI: indice total de eficiéncia barorreflexa; Up Gain: Ganho
barorreflexo em subida; Down Gain: Ganho barorreflexo em descida; All Gain: Ganho total. Variaveis numéricas expressas em média + erro padréo. T p < 0,05

vs. ECA 1-7; & p < 0,05 vs. ECA 2-7; 1 p < 0,005 vs. ECA 3-7.
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4.3.6 Peso corporal e tecidos

Né&o foi observado diferenca no peso corporal entre os grupos infartados sete e
28 dias apos infarto do miocéardio (ECA 1-7: 29,47 £0,78; ECA 2-7: 27,57 £ 1,20; ECA
3-7: 28,45 + 0,88; ECA 1-28: 30,76 + 1,09; ECA 2-28: 31,40 + 1,46; ECA 3-28: 31,17
+ 0,924 g; p=0,07), bem como no peso do coracdo (ECA 1-7:0,175 + 0,01; ECA 2-7:
0,178 £ 0,01; ECA 3-7: 0,205 + 0,01; ECA 1-28: 0,183 + 0,01; ECA 2-28: 0,193 + 0,01,
ECA 3-28: 0,191 £ 0,01 g; p = 0,07) (Figura 25 A e B). Nao houve diferenca entre 0s
grupos no peso do TAB (ECA 1-7: 0,311 + 0,09; ECA 2-7: 0,450 + 0,08; ECA 3-7:
0,368 = 0,06; ECA 1-28: 0,571 + 0,09; ECA 2-28: 0,577 + 0,06; ECA 3-28: 0,665 +
0,08 g; p = 0,125) (Figura 25 C), bem como no peso dos pulmdes (ECA 1-7: 0,186 +
0,01; ECA 2-7: 0,210 + 0,01; ECA 3-7: 0,201 + 0,01; ECA 1-28: 0,256 + 0,02; ECA 2-

28: 0,236 + 0,02; ECA 3-28: 0,191 # 0,01 g; p = 0,09) (Figura 25 D).

Peso Corporal Peso Coracéo

401 0.251
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Figura 25 - Peso corporal e de tecidos dos grupos infartados no periodo de sete dias
(ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28 dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) apds
infarto do miocardio. Painel: A) Peso Corporal; B) Peso Coracdo; C) TAB; D) Pulmao.
TAB: tecido adiposo branco. Variaveis numéricas expressas em média + erro padrao.
ECA1-7:n=9; ECA 2-7: n =7; ECA 3-7: n = 8; ECA 1-28: n= 10; ECA 2-28: n=9;
ECA 3-28: n=09.

Como pode ser observado na figura 26, também ndo houve diferenca entre 0s
grupos para o indice de hipertrofia renal (ECA 1-7: 85,02 + 4,05; ECA 2-7: 92,67 +
5,68; ECA 3-7: 82,68 + 2,40; ECA 1-28: 83,37 = 10,73; ECA 2-28: 80,20 + 5,02; ECA
3-28: 82,37 £ 2,75 g; p = 0,06), peso do baco (ECA 1-7: 0,136 + 0,03; ECA 2-7: 0,118
+0,01; ECA 3-7: 0,125 + 0,01; ECA 1-28: 0,133 £ 0,01; ECA 2-28: 0,128 + 0,02; ECA
3-28: 0,118 £ 0,01 g; p = 0,370) e peso do figado (ECA 1-7: 1,30 + 0,130; ECA 2-7:
1,33 =+ 0,06; ECA 3-7: 1,46 + 0,06; ECA 1-28: 1,50 = 0,07; ECA 2-28: 1,52 + 0,06;

ECA 3-28: 1,52 + 0,06 g; p = 0,109).

indice de hipertrofia renal Baco

1507 0.2017

Figado
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Figura 26 - Peso de tecidos dos grupos infartados no periodo de sete dias (ECA 1-7,
ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28 dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) ap06s infarto do
miocérdio. Painel: A) indice de hipertrofia renal; C) Baco C) Figado. Variaveis
numéricas expressas em média + erro padrdo. ECA 1-7: n =9; ECA 2-7: n = 7; ECA 3-
7:n=8; ECA1-28: n=10; ECA 2-28: n=9; ECA 3-28: n = 9.

4.3.7 Avaliacao histoldgica

A avaliacdo da deposicao de colageno por microscopia de luz mostrou que ha
uma influéncia do numero de cépias do gene da ECA sete dias apds o infarto do
miocardio, ocorrendo maior deposicdo de coldgeno no tecido cardiaco do grupo ECA 2-
7 comparado ao grupo ECA 1-7 (ECA 2-7: 41,20 + 2,87 vs. ECA 1-7: 23,09 + 4,15
mmz; p = 0,006). Também observamos menor deposi¢do de colageno no grupo ECA 1-
28 comparado ao grupo ECA 2-7 (ECA 1-28: 22,09 £ 5,41 vs. ECA 2-7: 41,20 £ 2,87
mm?2; p = 0,006), como pode ser visto na figura 27 A. Para os demais grupos ndo houve
diferenca na deposicdo de colageno no tecido cardiaco (ECA 3-7: 35,67 + 2,65; ECA 2-
28: 39,88 + 6,63; ECA 3-28: 27,78 + 3,50 mm?).

Em relacdo a area de infarto, somente o grupo ECA 1-28 apresentou menor
area de infarto do que o grupo ECA 3-7 (ECA 1-28: 33,62 + 2,40 vs. ECA 3-7: 48,90 +
1,72; ECA 1-7: 44,61 + 4,48; ECA 2-7: 45,76 £ 1,70; ECA 2-28: 41,43 £ 5,50; ECA 3-

28: 46,14 £ 4,20 mm?; p = 0,020) (Figura 27 B).
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Figura 27 - Dados de histologia do tecido cardiaco dos grupos infartados no periodo de
sete dias (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28 dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28)
apos infarto do miocardio. Painel: A) Colageno B) Area de IAM. IAM: infarto do
miocardio. Varidveis numéricas expressas em média * erro padrdo. ECA 1-7: n = §;
ECA2-7:n=7,ECA3-7:n=7,ECA 1-28: n =6; ECA 2-28: n=7; ECA 3-28: n = 8.
tp<0,05vs. ECA1-7; & p<0,05vs. ECA 2-7; £ p<0,005 vs. ECA 3-7.
4.3.8 Sumarios dos resultados do capitulo 3

A tabela 12 apresenta o sumario dos resultados para 0s dados que apresentaram

diferenca significativa no capitulo 3 nos grupos infartados vinte oito dias ap6s o IAM.

Na tabela 13 sdo apresentados o sumario dos resultados dos dados histol6gicos nos

grupos infartados sete e 28 dias ap6s o IAM.
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Tabela 12 - Sumario das alteragdes encontradas nos grupos infartados ECA 1-28,
ECA 2-28 e ECA 3-28.

VARIAVEIS\
ECA 1-28 ECA 2-28 ECA 3-28
GRUPOS
Ecocardiografia
E/A -- Menor (vs. ECA 3-7) --

ESIVd (mm) Menor (vs. ECA 1-7) -- -
Massa VE (Q) Maior (vs. ECA 1-7)  Maior (vs. ECA 1-7) -

VFC
LF abs (ms?) Menor (vs. ECA 3-7) - Menor (vs. ECA 3-7)
Barorreflexo
Up BEI Maior (vs. ECA 1-7,
ECA 2-7, ECA 3-7) - B
All BEI Maior (vs. ECA 1-7,

ECA 2-7, ECA 3-7)

E/A: relacdo de onda E e A; ESIVd: espessura do septo intraventricular na didstole; Massa VE: massa do

ventriculo esquerdo; LF abs: banda de baixa frequéncia em valores absolutos; Up BEI: indice de
eficiéncia barorreflexa para rampas em subida; All BEI: Indice total de eficiéncia barorreflexa;

Tabela 13 - Suméario dos dados histologicos nos grupos infartados ECA 1-7, ECA
2-7, ECA 3-7, ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28.

ECA1-7 ECA2-7 ECAS3-7 ECA1l-28 ECA2-28 ECAS3-28

Colageno - Maior (vs. -- Menor (vs. - -
(mm2) ECA 1-7) ECA 2-7)
Area de IAM -- -- -- Menor (vs. -- --
(mm2) ECA 3-7)

IAM: infarto agudo do miocardio

4.4 Capitulo IV- INTERACOES
Neste ultimo capitulo iremos avaliar, por meio de ANOVA de duas vias, a
interacdo entre 0 ndmero de coOpias do gene da ECA e o infarto. Também serdo

apresentados dados do perfil inflamatério e curva de sobrevivéncia.
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4.4.1 Avaliacéo ecocardiogréafica

A analise dos dados ecocardiograficos por meio de ANOVA de duas vias
demonstrou ndo haver interacao entre o numero de cdpias do gene da ECA e o infarto
para a onda a’, sendo somente o fator infarto considerado significativo (p < 0,0001).
Nossos dados mostram que a onda a’ reduz ao longo do tempo de infarto sendo menor
nos grupos ECA 1-7 e ECA 1-28 quando comparado ao grupo ECA 1 sem infarto (ECA
1-7: 8,90 + 2,05 e ECA 1-28: 5,63 + 1,14 vs. ECA 1: 15,20 £ 0,8 mm/s). O mesmo
padrdo de comportamento foi observado para os grupos com duas copias (ECA 2-7:
7,34 £ 2,40 e ECA 2-28: 7,04 + 1,21 vs. ECA 2: 18,04 £ 1,7 mm/s) e 3 cOpias do gene
da ECA (ECA 3-7: 6,45 £ 0,88 e ECA 3-28: 5,67 £ 1,23 vs. ECA 3: 15,21 + 1,2 mm/s).
(Figura 28 - A).

Para a onda e’ também ndo foi encontrada interacdo significativa entre o
namero de cdpias do gene da ECA e o infarto e, mais uma vez, somente o infarto foi
significativo (p = 0,043). Observamos que a onda e" apresentou maiores valores 28 dias
apos 1AM no grupo ECA 2-28 comparado com o grupo ECA 2 (ECA 2-28: 25,32 £ 2,73
vs. ECA 2: 17,61 = 1,4 mm/s) (Figura 28 - B). Também ndo houve interacdo
significativa para a relagdo E/A entre o nimero de copias do gene da ECA e o infarto,
contudo, tanto o infarto (p= 0,001), quanto o numero de copias do gene da ECA
(p=0,02), foram considerados fonte de variacdo nessa analise. A relacdo E/A foi maior
apos 28 dias de infarto no grupo ECA 1-28 em comparacdo ao grupo ECA 1 sem infarto
(ECA 1-28: 2,12 £ 0,17 vs. ECA 1: 1,08 £ 0,14 mm/s). Ainda, a relagdo E/A foi maior
no grupo ECA 3-7 em comparacao ao grupo ECA 3 sem infarto (ECA 3-7: 3,47 £ 0,50

vs. ECA 3: 1,80 + 0,14 mm/s) (Figura 28 - C).
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Figura 28 - Dados ecocardiograficos dos grupos sem infarto (ECA 1, ECA 2 e ECA 3)
e dos grupos infartados no periodo de sete dias (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28
dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) ap0s infarto do miocardio. Painel: A) Onda A’;
B) Onda E’; C) E’/A’. E’/A’: relagdo da onda E pela onda A. Variaveis numéricas
expressas em média + erro padrao.

Mais uma vez ndo observamos interacdo entre o nimero de copias do gene da
ECA e o infarto para o tempo de desaceleragédo da onda E (TDE), sendo somente o
infarto considerado fonte de variagdo (p = 0,006). O TDE foi maior ao final de sete dias
de infarto no grupo ECA 1-7 em relagédo ao grupo ECA 1 (ECA 1-7: 24,20 + 5,04 vs.
ECA 1: 15,39 + 1,1 ms) (Figura 29 — A).

Houve interacdo entre o numero de copias do gene da ECA e o infarto do
miocardio para o TRIV corrigido pela FC (p = 0,0071), e somente o infarto foi

considerado como fonte de variacdo (p < 0,0001). Observamos que ocorreu um aumento

no TRIV corrigido pela FC em quase todos os grupos ap6s o 1AM, sendo maior no
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grupo ECA 1-7 comparado com o grupo ECA 1 (ECA 1-7: 0,088 = 0,014 vs. ECA 1:
0,046 + 0,005 ms/bpm), bem como maior no grupo ECA 2-28 em relacdo ao grupo ECA
2 (ECA 2-28: 0,070 £ 0,005 vs. ECA 2: 0,047 £ 0,002 ms/bpm) e maior nos grupos
ECA 3-7 e ECA 3-28 em relacdo ao grupo ECA 3 (ECA 3-7: 0,062 £+ 0,006 e ECA 3-
28: 0,070 £ 0,08 vs. ECA3: 0,041 + 0,003 ms). Ainda, houve uma diminuicao do TRIV
corrigido pela FC no grupo ECA 1-28 quando comparado ao grupo ECA 1-7 (ECA 1-
28: 0,056 £ 0,004 vs. ECA 1-7: 0,088 £ 0,014 ms/bpm) (Figura 29 — B).

De forma semelhante, houve interacdo entre o nimero de cépias do gene da
ECA e o infarto para a espessura do septo intraventricular na diastole (ESIVd) (p =
0,031), e somente o infarto foi considerado como fonte de variacdo (p < 0,0001). A
ESIVd foi menor no grupo ECA 1-28 comparado com os grupos ECA 1 e ECA 1-7
(ECA 1-28: 0,63 + 0,03 vs. ECA 1: 0,84 £ 0,016 e ECA 1-7: 0,87 + 0,06 mm), bem
como foi menor nos grupos ECA 3-7 e ECA 3-28 em relagédo ao grupo ECA 3 (ECA 3-

7:0,62 + 0,03 e ECA 3-28: 0,67 £ 0,02 vs. ECA 3: 0,85 £ 0,02 mm) (Figura 29 - C).
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Figura 29 - Dados ecocardiograficos dos grupos sem infarto (ECA 1, ECA 2 e ECA 3)
e dos grupos infartados no periodo de sete dias (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28
dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) ap6s infarto do miocardio. Painel: A) TDE; B)
TRIV/FC; C) ESIVd. TDE: Tempo de desaceleracdo da onda E; TRIV/FC: tempo de
relaxamento isovolumétrico; ESIVd: Espessura do septo intraventricular na diastole.
Varidveis numéricas expressas em média + erro padrao.

Em relacdo aos indices que representam a funcdo do ventriculo esquerdo, a
mudanca de area fracional (FAC), apresentou diferenca somente para 0S grupos com
trés copias do gene da ECA, sendo os valores menores sete e 28 dias apds o infarto em
relagdo ao grupo sem infarto (ECA 3-7: 21,30 £ 1,47 e ECA 3-28: 28,27 + 1,88 vs. ECA
3: 40,68 + 1,3 %), sendo que ndo houve interacdo entre o nimero de copias do gene da
ECA e o infarto, e a fonte de variagdo foi somente o infarto (p < 0,0001) (Figura 30 —
A). A FE foi menor no grupo ECA 2-28 quando comparado com o grupo ECA 2 (ECA
2-28: 34,18 + 2,53 vs. ECA 2: 48,63 £ 1,3 %), bem como foi menor nos grupos ECA 3-

7 e ECA 3-28 em relacdo ao grupo ECA 3 (ECA 3-7: 30,94 +£ 3,40 e ECA 3-28: 32,23 +
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6,32 vs. ECA 3: 48,11 + 2,5 %), sendo que mais uma vez nao observamos interacdo
entre 0 nimero de cépias do gene da ECA e o infarto, e a fonte de variacao foi somente
o infarto (p < 0,003). O mesmo padrdo foi observado para a FS, sendo que a FS foi
menor no grupo ECA 2-28 em relacdo ao ECA 2 (ECA 2-28: 16,52 + 1,32 vs. ECA 2:
24,31 + 0,7 %) e nos grupos ECA 3-7 e ECA 3-28 em relacdo ao ECA 3 (ECA 3-7:
16,81 £ 1,6 e ECA 3-28: 14,96 + 2,15 vs. ECA 3: 25,00 + 1,2 %), sendo que novamente

ndo houve interacdo e a fonte de variagao foi o infarto (p < 0,0001) (Figura 30 - C).
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Figura 30 - Dados ecocardiograficos dos grupos sem infarto (ECA 1, ECA 2 e ECA 3)
e dos grupos infartados no periodo de sete dias (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28
dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) ap0s infarto do miocardio. Painel: A) FAC; B)
FE; C) FS. FAC: Mudanca da area fracional; FE: Fracdo de ejecdo; FS: Fragdo de
encurtamento. Varidveis numericas expressas em média = erro padréo.

A massa do ventriculo esquerdo corrigida pelo peso foi maior nos grupos com
uma copia do gene da ECA 28 dias ap0s o infarto do miocardio em comparagdo com o

grupo ndo infartado e com o grupo infartado sete dias apds o IAM (ECA 1-28: 135,5 +
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15,4 vs. ECA 1-7: 94,93 £ 8,3 e ECA 1: 94,74 £ 6,5 g) e maior ap0s 28 dias de infarto
no grupo com duas copias do gene da ECA em comparag¢do com o grupo ndo infartado
(ECA 2-28: 135,1 + 10,3 vs. ECA 2: 91,74 £ 4,4 g). N@o observamos interacdo entre 0s
grupos para essa analise e a fonte de variacdo foi somente o infarto (p < 0,0001) (Figura
31-A).

Nos animais com uma copia do gene da ECA, o VVE na diastole foi maior 28
dias apos o infarto em comparacdo com sete dias ap6s o infarto e com o grupo sem
infarto (ECA 1-28: 131,4 + 12,25 vs. ECA 1-7: 78,65 + 8,42 e ECA 1: 70,24 + 3,28 ul).
Para os grupos com duas e trés copias do gene da ECA houve diferenca no VVE na
diastole nos grupos 28 dias apds o infarto em comparagdo com 0s grupos sem infarto
(ECA 2-28:131,5 + 13,00 vs. ECA 2: 72,04 £ 9,14; ECA 3-28: 132,4 + 17,44 vs. ECA
3: 82,00 £ 4,95 ul), sendo que mais uma vez ndo houve interacdo e somente o infarto foi
considerado como fonte de variacdo (p < 0,0001) (Figura 31 — B).

Quanto ao VVE na sistole ndo observamos interacdo entre o numero de cépias
do gene da ECA e o infarto, sendo que somente o infarto foi considerado como fonte de
variacdo (p < 0,0001). O VVE na sistole foi maior no grupo ECA 2-28 quando
comparado com os grupos ECA 2-7 e ECA 2 (ECA 2-28: 89,08 + 11,93 vs. ECA 2-7:
40,70 + 4,73 e ECA 2: 39,70 + 6,3 ul), bem como foi maior no grupo ECA 3-28 do que

no grupo ECA 3 (ECA 3-28: 95,27 + 20,62 vs. ECA 3: 42,60 £ 4,5 ul) (Figura 31 — C).
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Figura 31 - Dados ecocardiograficos dos grupos sem infarto (ECA 1, ECA 2 e ECA 3)
e dos grupos infartados no periodo de sete dias (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-7) e 28
dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) ap0s infarto do miocérdio. Painel: A) Massa do
VE/Peso; B) VVEd; C) VVEs. Massa do VE/Peso: Massa do ventriculo esquerdo
corrigido pelo peso; VVEd: Volume do ventriculo esquerdo na diéstole; VVEs: Volume
do ventriculo esquerdo na sistole. Variaveis numéricas expressas em média + erro
padréo.
4.4.2 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Os dados de VFC no dominio da frequéncia mostram que ha um aumento na
modulacdo simpética em valores absolutos nos animais com trés copias do gene da ECA
sete dias apos o infarto em comparagdo com os animais ndo infartados e 28 dias apés o
infarto (ECA 3-7: 14,85 + 2,36 vs. ECA 3: 6,27 £ 2,54 e ECA 3-28: 6,04 + 1,03 ms?). Para
essa analise ndo observamos interacdo entre 0 nimero de copias do gene da ECA e o
infarto, contudo, tanto o infarto quanto o nimero de copias do gene da ECA foram

considerados fonte de variacdo (infarto: p < 0,0301; gene: p< 0,0307) (Figura 32 — A) .

Quando avaliado a modulacdo simpética em valores percentuais, observamos que 0
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grupo ECA 3-7 apresentou maiores valores de LF% quando comprado ao grupo ECA 3-
28 (ECA 3-7: 52,57 + 3,42 vs. ECA 3-28: 34,86 + 3,83 %), porém diferente do indice
anterior de modulacdo simpatica somente observamos interacdo entre 0 ndmero de

copias do gene da ECA e o infarto (p < 0,0389), (Figura 32 — B).
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Figura 32 - Dados de variabilidade da frequéncia cardiaca dos grupos sem infarto (ECA
1, ECA 2 e ECA 3) e dos grupos infartados no periodo de sete dias (ECA 1-7, ECA 2-7
e ECA 3-7) e 28 dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) ap0s infarto do miocardio.
Painel: A) LF abs; B) LF %. LF abs: Componente de baixa frequéncia em valores
absolutos; LF %: Componente de baixa frequéncia em valores percentuais. Variaveis
numéricas expressas em média * erro padréo.
4.4.3 Barorreflexo espontéaneo

Quanto ao numero de rampas barorreflexa obtidas pelo método da sequéncia,
observamos que o nimero de rampas barorreflexas em descida (BRR Down) foi menor
no grupo ECA 1-7 em comparagdo com o grupo ECA 1 (ECA 1-7: 60,00 + 21,00 vs.
ECA 1: 161,6 + 25,0), e 0 que o numero de rampas barorreflexas totais (BRR ALL) foi
menor no grupo ECA 3 sete dias apds o infarto em comparagdo com 0 grupo nao
infartado (ECA 3-7: 128,10 + 30,00 vs. ECA 3: 245,7 + 60,0). Para essas analise ndo
houve interacdo entre o nimero de copias do gene da ECA e o infarto e somente o

infarto foi considerado como fonte de variagdo ( BRR Down: p < 0,0001; BRR All: p <

0,026) (Figura 33 — A e B).
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O indice de eficiéncia do barorreflexo em subida (UP BEI) apresentou maiores
valores nos animais com uma copia do gene da ECA 28 dias ap6s o infarto do
miocardio em compara¢do com o0s animais infartados sete dias ap0s o infarto e com o0s
animais ndo infartados (ECA 1-28: 0,34 £ 0,03 vs. ECA 1-7: 0,15 + 0,02 ¢ ECA 1:
0,21 £ 0,03). Quanto a eficiéncia do barorreflexo para as rampas em descida (DOWN
BEI), observamos maior eficiéncia no grupo ECA 1-28 do que no grupo ECA 1-7 (ECA
1-28: 0,28 £ 0,03 vs. ECA 1-7: 0,13 £ 0,03). Tanto para o UP BEI quanto para o DOWN
BEI ndo houve interacdo entre o nimero de copias do gene da ECA e o infarto, e
somente o infarto foi responsavel pela variacdo (UP BEI: p < 0,005; DOWN BEI: p <
0,035). O indice que representa a eficiéncia total do barorreflexo (ALL BEI), foi maior
no grupo ECA 1 ap6s 28 dias de infarto comparado ao grupo ECA 1 ap0s sete dias de
infarto (ECA 1-28: 0,28 + 0,03 vs. ECA 1-7: 0,15 + 0,02), sendo mais uma vez somente

o infarto a fonte de variacéo (p < 0,022) (Figura 33 - C, D e E).
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Figura 33 — Dados do barorreflexo espontaneo dos grupos sem infarto (ECA 1, ECA 2
e ECA 3) e dos grupos infartados no periodo de sete dias (ECA 1-7, ECA 2-7 e ECA 3-
7) e 28 dias (ECA 1-28, ECA 2-28 e ECA 3-28) ap6s infarto do miocardio. Painel: A)
BRR DOWN; B) BRR ALL C) UP BEI; D) DOWN BEI; E) ALL BEI. BRR DOWN:
Numero de rampas barorreflexas em descida; BRR ALL: Numero de rampas
barorreflexas totais; UP BEI: Indice de eficiéncia do barorreflexo em subida; DOWN
BEI: indice de eficiéncia do barorreflexo em descida; ALL BEI: indice de eficiéncia
total das rampas barorreflexas. Variaveis numericas expressas em média + erro padréo.
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4.4.4 Analise do perfil inflamatério

Para a analise do perfil inflamatério do tecido cardiaco unimos o0s grupos
infartados sete e 28 dias apos o infarto do miocardio que apresentam expressao normal
do gene da ECA (ECA 2(7-28)) com 0s grupos que apresentam o aumento da expressao
(ECA 3(7-28)) com o intuito de compara-los com 0s animais que apresentam sub
expressao do gene da ECA (ECA 1(7-28)).

Os dados mostram gue 0s animais com uma cépia do gene da ECA apresentam
maiores valores de IL-10 comparados aos animais com duas e trés copias do gene da
ECA (65,04 + 5,90 vs. 37,06 + 6,00 pg/ml; p = 0,005) (Figura 34 — A). J4, os valores de
TNF alfa ndo foram diferentes entre os animais com uma cépia do gene da ECA
comparados aos animais com duas e trés copias (ECA 1(7-28): 151,4 + 18,52 vs. ECA
2(7-28) + ECA 3(7-28): 170 = 19,20 pg/ml; p = 0,055) (Figura 34 — B). Para o TGF
beta, os valores do grupo ECA 1(7-28) foram menores que os valores do grupo ECA
2(7-28) + ECA 3(7-28) (91,44 + 11,33 vs. 122,0 + 8,00 pg/ml; p = 0,003) (Figura 34 —
C). Quanto aos valores de CXCL1 ndo houve diferenca entre os grupos avaliados (ECA
1(7-28): 2002 + 386 vs. ECA 2(7-28) + ECA 3(7-28): 2050 + 330,40 pg/ml; p = 0,907),

(Figura 34 - D).
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Figura 34 — Dados de perfil inflamatorio dos grupos que foram submetidos ao
procedimento de infarto do miocéardio (sete e 28 dias apds o infarto) com uma (ECA
1(7-28)), duas (ECA 2(7-28)) e trés (ECA 3(7-28)) copias do gene da ECA. Painel: A)
IL 10; B) TNF alfa; C) TGF beta; D) CXCL1. IL 10: Interleucina 10; TNF alfa: Fator
de necrose tumoral alfa; TGF beta: Fator de crescimento transformador beta. Variaveis
numéricas expressas em média + erro padrdo. ECA 1(7-28): n = 9; ECA 2(7-28): n = 6;
ECA 3(7-28):n=7.*p < 0,05 vs. ECA 1(7-28).
4.45 Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier

A curva de mortalidade de Kaplan-Meier foi calculada utilizando os dados dos
grupos que foram submetidos ao infarto do miocardio. Sendo que foram agrupados 0s
animais no periodo de sete e 28 dias ap06s o infarto para que obtivéssemos um maior
tamanho amostral. Para que o Obito fosse computado na curva de mortalidade, esse

deveria ocorrer 24 horas ap6s o procedimento experimental de infarto, ndo sendo

computados 0s ébitos que ocorreram antes desse periodo.
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Como pode ser observado na figura 35, 28 dias ap6s o infarto do miocardio, os
animais com uma copia do gene da ECA apresentam percentual de sobrevivéncia de
71%, os animais com duas copias apresentam percentual de sobrevivéncia de 57% e 0s

animais com trés copias 41% de sobrevivéncia (p = 0,02).
Curva de sobrevivéncia ap6s 28 dias de IAM

100 -
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Days

Porcentagem de sobrevivéncia

ECA 1 (7-28) ECA 2 (7-28) ECA 3 (7-28) p<0,02

71% 57% 41%
Figura 35 — Curva de Kaplan-Meier (sobrevivéncia) dos grupos que foram submetidos

ao procedimento de infarto do miocéardio (sete e 28 dias apos o infarto) com uma (ECA
1(7-28)), duas (ECA 2(7-28)) e trés (ECA 3(7-28)) copias do gene da ECA.

4.4.6 Sumarios dos resultados do capitulo 4
A tabela 14 apresenta o sumario dos resultados para os dados que apresentaram
diferenga significativa no capitulo 4. Na tabela 15 s&o apresentados o sumario dos

resultados do perfil inflamatdrio dos animais infartados (sete e 28 dias apos o IAM).
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Quanto a curva de sobrevivéncia, observamos uma maior sobrevivéncia nos
animais infartados com uma cépia do gene da ECA e menor sobrevivéncia nos animais

com trés copias.
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Tabela 14 Sumario das alteragdes encontradas de todos os grupos em analise temporal por nimero de copias da ECA

VARIAVEIS\
ECA1 ECA1-7 ECA1-28 ECA2 ECA 2-7 ECA2-28 ECA3 ECA3-7 ECA3-28
GRUPOS
Ecocardiografia
, ) Menor (vs. Menor (vs. Menor (vs. Menor (vs. Menor (vs.  Menor (vs.
a’ (mm/s -- -- --
( ) ECA1) ECA 1) ECA 2) ECA 2) ECA 3) ECA3)
Maior (vs.
e’ (mm/s) - -- -- -- -- -- -- --
ECA 2)
Maior (vs. Maior (vs.
E/A - - - - - - -
ECA1) ECA 3)
Maior (vs.
TDE (ms) - - - - - - - -
ECA1)
Maior (vs. Menor (vs. Maior (vs. Maior (vs.  Maior (vs
TRIV/FC (ms/bpm) -- - - -
ECA1) ECA 1-7) ECA 2) ECA 3) ECA3)
Menor (vs.
Menor (vs.  Menor (vs.
ESIVd (mm) -- - ECA 1, ECA - - - -
ECA3) ECA3)
1-7)
Menor (vs.  Menor (vs.
FAC (%) - - - - - - -
ECA3) ECA3)
Menor (vs. Menor (vs.  Menor (vs.
FE (%) - - - - - -
ECA 2) ECA 3) ECA3)
Menor (vs. Menor(vs.  Menor (vs
FS (%) - - - - - -
ECA 2) ECA 3) ECA3)

continua



continuagdo

Variaveis \ Grupos

Massa VE/Peso (g/g)

VVEd (ul)

V/VESs (ul)

VFC

LF abs (ms)

LF (%)

Barorreflexo
BRR DOWN (n)

continua

ECA1

ECA1-7

Menor (vs.
ECA1)

ECA 1-28
Maior (vs.
ECA 1, ECA
1-7)
Maior (vs.
ECA 1, ECA
1-7)

ECA2

ECA 2-7

ECA 2-28

Maior (vs.
ECA 2)

Maior (vs.
ECA 2)

Maior (vs.
ECA2e
ECA 2-7)

ECA3

Maior
(vs.
ECA 3-
28)

ECA 3-7

Maior (vs.
ECA3)
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ECA 3-28

Maior (vs.
ECA 3)

Maior (vs.
ECA3)

Menor (vs.
ECA 3-7
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concluséo
Variaveis \ Grupos ECA1 ECA 1-7 ECA1-28 ECA2 ECA 2-7 ECA2-28 ECA3 ECA3-7 ECA3-28
Menor (vs.
BRR ALL (n) - - - - - - - -
ECA 3)
-- Maio (vs. -
UP BEI -- ECAle - - - - -
ECA 1-7)
-- Maior (vs. --
DOWN BEI -- -- -- -- - -
ECA 1-7)
-- Maior (vs. -
ALL BEI -- -- -- - - -
ECA 1-7)

a’: velocidade tecidual da onda a; e’: velocidade tecidual da onda e; E/A: relacdo de onda E e A; TDE: tempo de desaceleracdo da onda e’; TRIV/FC:
tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela FC; ESIVd: espessura do septo intraventricular na diastole; FAC: mudanca da &rea fracional; FE:
fracdo de ejecdo; FS: fracdo de encurtamento; MVE corr: massa do ventriculo esquerdo corrigido pelo peso corporal; VVEd: volume do ventriculo
esquerdo na diastole; VVEs: volume do ventriculo esquerdo na sistole; ; LF abs: banda de baixa frequéncia em valores absolutos; LF:
banda de baixa frequéncia em porcentagem; BRR Down: Rampas barorreflexas em decida; All BRR: Numero total de rampas baroreflexas; Up
BEI: indice de eficiéncia barorreflexa para rampas em subida; Down BEI: indice de eficiéncia barorreflexa para rampas em descida; All BEI: indice total
de eficiéncia barorreflexa;

Tabela 15 - Sumario das alteragdes no perfil inflamatorio dos grupos infartados

ECA 1(7-28) ECA 2(7-28) + ECA 37-28)
IL 10 (pg/ml) -- Maior
TGF BETA (pg/mlm) -- Menor

IL10: Interleucina 10; TGF beta: Fator de transformacéo do crescimento beta
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5.0 DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo dos grupos controles

As variacOes da enzima conversora de angiotensina desenvolvidas no modelo
experimental que usamos neste trabalho foram descritos no trabalho de Krege 3. O
modelo foi desenvolvido para simular as possiveis varia¢es da concentracdo da ECA
gue 0s humanos apresentam associadas com o polimorfismos de seu gene e sua possivel
relacdo com o risco cardiovascular ocasionado por essas flutuagdes fisioldgicas da ECA.
Cabe destacar que, a atividade da ECA no plasma dos animais com duas copias do gene
da ECA é 62 % maior que a dos animais com sub expressdo (1 copia) e 144% maior nos

animais com trés copias.

5.1.1 Ecocardiografia

De acordo com nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que avaliou o
modelo de polimorfismo da ECA pelo ecocardiograma em camundongos geneticamente
modificados. Os dados de ecocardiografia podem apontar para as adaptacbes
fisioldégicas compensatorias sugeridas pelos autores que descreveram o modelo e ja
mencionadas anteriormente, uma vez que tanto a relacdo E’/A’ quanto a FAC apontam
para uma melhor fun¢cdo no modelo com 3 cdpias, promovendo uma discreta eficacia
neste indice influenciada pelo aumento da ECA. Porém como ja esperado, nenhum
outro indice foi alterado em virtude das flutuagdes fisioldgicas promovidas. A
pesquisadora Marta Rizzo, reconhecendo as possiveis alteragdes genéticas da ECA
verificou se a hipertrofia do ventriculo esquerdo poderia ser influenciada por diferentes

concentracdes da ECA associadas ao polimorfismo (1/D) em adolescentes que passaram
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por secOes de treinamento. Em seu estudo ndo foram observadas diferencas entre 0s
adolescentes do grupo controle, porém as alteraces foram observadas entre 0s
individuos treinados, tanto na morfologia quanto na funcdo cardiaca pelo
ecocardiograma. De forma interessante, o polimorfismo da ECA foi associado ao grau
de hipertrofia, mas n&o com a ocorréncia da hipertrofia do ventriculo esquerdo . O
estudo de Duque, que avaliou a influéncia do polimorfismo genético da ECA em dados
ecocardiograficos de pacientes com insuficiéncia cardiaca isquémica identificou uma
piora da evolucdo dos pacientes na FE e nos diametros da cavidade de VE nos genotipos
DD, que representam aumento das concentraces de ECA, seguidos do gendtipo DI,
sendo o Il o de melhor evolucdo clinica e que representa uma sub expressao das niveis

daECA Y.

5.1.2 Pressdo Arterial e Frequéncia cardiaca

Ainda de acordo com Krege, ndo ha diferenca ocasionada pelos diferentes
nameros de copias do gene de ECA na pressdo arterial. De forma semelhante, nao
identificamos diferenca nas pressdes sistolica, diastdlica e média em nosso estudo, o
que esta de acordo com outros trabalhos nos quais houve a modificacdo dos genes do
SRA e nio houve alteracéo perceptivel na presséo arterial ®%°. No entanto, em outros
mamiferos, como nos humanos, € reportada a maior prevaléncia do alelo D na
hipertensdo, que corresponde ao aumento do numero de cépias da ECA e também dos
valores plasmaticos da ECA. Dessa forma, embora 0 modelo experimental tenha sido
criado para responder questdes associadas ao desenvolvimento da hipertensao essencial
em humanos %, as alteracfes no numero de copias da ECA apresentadas no modelo nédo

levam a alteracdo da pressao arterial.
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A concentracdo plasmatica de angiotensina Il é dependente ndo apenas do
estimulo da producdo da renina, mas também da ECA. A atividade desta enzima é
conhecida por estar sob controle genético como resultado da heranca do polimorfismo
de insercdo/delecdo (I/D) dentro do proprio gene. Esse polimorfismo corresponde as
flutuacGes séricas e teciduais da ECA, com individuos homozigotos para o alelo D
apresentando niveis séricos de ECA duas vezes maiores que individuos homozigotos
para o alelo 1 °*.

No modelo experimental, a modificacdo do nimero de copias do gene parece
interferir na frequéncia cardiaca uma vez que 0s animais que possuem trés copias do
gene possuem valores de frequéncia cardiaca menores que uma ou duas copias, sendo
que ha uma reducdo na frequéncia cardiaca de aproximadamente 2,3% por numero de
copia do gene, que segundo Krege devem-se a adaptacdes compensatorias fisioldgicas e
anatdmicas. Porém, em nosso estudo ndo observamos menor frequéncia cardiaca no
grupo ECA 3, como também nédo foram observadas diferencas em 6rgdos alvo (pulmao,
rim, figado e coracdo), que pudessem apoiar as adaptacfes compensatorias fisiologicas
e anatdmicas descritas, uma vez que as concentracdes de ECA tecidual dos érgdos, a
exemplo do pulmao, variam de acordo com o numero de copias da ECA (uma cdpia: 60
+ 7%; duas cdpias:100 + 8% e trés copias:138 + 16%; unidades/miligramas de proteina
em porcentagem) . No estudo de Ceroni **, com modelo de inducdo de hipertenséo
renovascular nesses animais geneticamente modificados, ndo foram observadas
diferengas na pressédo arterial do animais controles com 2 ou 3 copias do gene da ECA,
como também n&o foram observadas diferencas na frequéncia cardiaca *. As diferencas

sO apareceram apds a ligadura da artéria renal induzindo maior PA nos animais com trés

copias.
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Em recente trabalho do nosso grupo avaliando os efeitos do diabetes por
estreptozotocina no modelo de polimorfismo da ECA, utilizando o mesmo modelo

experimental %

também ndo foram observadas diferencas significativas na pressao
arterial nos animais com maior nimero de copias da ECA em compara¢do ao grupo
controle; contudo, os autores que desenvolveram o modelo descrevem que as variagdes
promovidas pelas diferentes variacdes fisiologicas da ECA sdo observaveis quando
acompanhadas de mudancas em fatores ambientais ou genéticos 3. Além disso, deve ser
ressaltado que no trabalho que descreve o modelo, as avaliagcbes hemodinamicas foram
realizadas por pressdo caudal diferente da avaliacdo de medida direta de pressao
utilizada por nos, o que poderia explicar diferencas nos valores numéricos observados.

De qualquer forma ndo se observou diferenca nos valores de PA ou frequéncia cardiaca

associadas com o namero diferente de cdpias do gene da ECA.

5.1.3 Variabilidade da frequéncia cardiaca

E interessante observar que as modificaces do nlimero de copias em nosso
modelo experimental ndo provocaram alteraces no componente simpatico da VFC.
Pois, de forma classica, alteracdes no sistema renina angiotensina sdo acompanhadas de
aumento da atividade do sistema nervoso central, mais especificamente maior atividade
simpética como ocorre na hipertensdo arterial, por exemplo *. Contudo, observamos
que o0 VLF% esta elevado como pode ser observado na figura 9, no animal com duas
copias (ECA 2) versus uma copia (ECA 1). Estudos demonstraram que o sistema
renina-angiotensina esta relacionado com a banda VLF como foi demonstrado por
Akserold em 1981 *°. Dois mecanismos atuam na banda de VLF: 1) termo regulacio
(pois alteracOes lentas do tonus vascular periférico podem ser alteradas por estimulos

térmicos em baixas frequéncias como sugerido por Taylor e colaboradores %; 2) SRA
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evidenciado por técnicas de bloqueio farmacoldgico no qual ficou evidente que a banda
de VLF era modulada por bloqueio da ECA. Ainda, o VLF ainda tem sido associado a
progndstico de doencas cardiovasculares °’ e inflamagao cronica .

O aumento do numero de cépias do gene da ECA ndo promoveu alteracdo da
variabilidade da pressdo arterial sistolica. A reducdo da variabilidade da pressdo é
desejavel pois indices elevados tem sido relacionado com lesdo de 6rgéo alvo a exemplo
da hipertensdo e também por predizer futuros eventos cardiovasculares *. O aumento
como também a reducdo dos genes da ECA ndo foram eficazes em promover (em
condicdes basais) alteracdo na modulacdo simpatica periférica, que € muito importante
para manutencdo do ténus do vaso, sendo extremamente prejudicial a perda do seu
controle a exemplo do que corre com a doenca de Chagas resultando em hipotensao .

De todos os indices associados ao barorreflexo e que foram avaliados neste
trabalho, o Unico que apresentou alteragdo foi o Down Gain como demonstrado na
tabela 2, 0 que pode representar um maior controle do barorreflexo durante momentos
de queda da pressdo. Vale destacar que, como ndo ha alteracdes no simpatico periférico
bem como na variabilidade da pressdo, € possivel que esta pequena diferenca seja em
virtude das flutuacdes fisioldgicas no grupo ECA 3 (3 cdpias) comparado ao ECA 2
(duas copias) e ECA 1 (uma cépia). O barorreflexo € um mecanismo de controle da
pressdo arterial momento a momento e, 0s barorreceptores, estdo localizados em regides
sensiveis a alteracdes na pressdo arterial, como o seio carotideo e o arco aértico .
Quanto maior a atividade do barorreflexo, maior controle fino da pressdo é exercido, a
exemplo do trabalho de Silveira e colaboradores que demonstraram a perda do controle

da pressao apds a desnervagdo sino aortica 102
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5.1.4 Peso Corporal e tecidos

N&o foram observadas diferencas no peso corporal e esses dados estdo de
acordo com o trabalho que descreve o modelo no qual somente se evidenciou diferenca
do peso em fémeas "*. O peso do coracdo n&o foi diferente entre 0s grupos em nosso
estudo, contudo, Krege e colaboradores mostraram que o peso do coracao corrigido pelo
peso corporal é significativamente afetado pelo nimero de copias do gene da ECA. Em
nosso estudo mostramos o peso Umido absoluto e no trabalho de Krege é apresentado
uma relacao do peso do 6rgdo pelo peso corporal, o que poderia explicar essa diferenca.
Krege ainda evidencia o efeito da “dose resposta”, com reducdo de -0,26 +0,09 mg/g
por copia do gene da ECA, representando uma reducdo de aproximadamente 5% no
peso do coracdo por aumento de unidade do numero de genes.

Em nosso estudo, o tecido adiposo branco (TAB) ndo foi diferente entre os
grupos como observado por Heinamm e colaboradores ' que observaram a influéncia
dos genes no desenvolvimento da obesidade em funcdo do aumento dos nimeros de
copias do gene da ECA. Esse estudo, que utilizou 0os mesmos animais da nossa
linhagem, mostra que nao ha diferenca promovida pela variacdo do nimero de copias do
gene da ECA, porém quando fornecida alimentacdo rica em gordura o aumento dos
genes promoveu aumento da gordura peri-epididimal **.

Ainda no estudo de Krege que apresenta o0 modelo, o peso do pulmao foi
fortemente afetado pelo sexo, mas ndo foi significantemente afetado pelo nimero de
genes da ECA ou mesmo pela interagdo entre genes e sexo . Nossos dados também
ndo apresentaram diferenca entre os grupos, dessa maneira indo de encontro ao estudo
de Krege.

Além do TAB, o indice de hipertrofia renal, ndo apresentou diferenca pela

influéncia do gene da ECA, assim mostrando um equilibro a nivel da resposta renal
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nesses modelos, como também ja demonstrado no trabalho de Bertoncello %

Entretanto, quando induzido o diabetes por estreptozotocina (STZ) ocorre aumento do
volume urinario acompanhado de aumento da hipertrofia renal nos animais com uma e

trés copias da ECA.

5.2 Efeito do IM em periodo sub agudo (7 dias)

Optamos por avaliar o periodo subagudo do infarto em sete dias devido as
caracteristicas inflamatdrias desta fase e por ser um periodo critico para a carga do
ventriculo esquerdo, uma vez que o remodelamento do VE é o maior determinante de
sobrevivéncia pés IAM 1. Esse periodo do infarto é conhecido como fase proliferativa
e dura de 2-7 dias em camundongos *®. Nesse momento as interferéncias ambientais
que poderiam influenciar nas respostas associadas as modificacdes genéticas, como

sugerido no capitulo anterior, poderiam ser evidenciadas.

5.2.1 Ecocardiografia

A exemplo do que ocorreu no capitulo anterior, 0 aumento do nimero de
copias poderia apresentar modificacGes nas respostas a isquemia cardiaca e aqui de
forma mais evidente. Devido ao infarto é esperado nesse momento que ocorra dilatacdo
ventricular com o afinamento na parede da regido acometida pelo evento, o que poderia
resultar em ruptura ventricular ou mesmo formacao de aneurisma *®. Seria dessa forma
que se estabeleceria 0 comprometimento da bomba cardiaca. O aumento do estresse da
parede é um poderoso estimulo para a hipertrofia mediada por mecanoreceptores e
traduzida para a sinalizagdo intracelular, em parte pela liberacdo de Ang Il, mas também
pela inibicdo da bradicinina, o que iniciaria 0 aumento da sintese dos mecanismos

contrateis 1. O estresse de parede também é um dos principais determinantes para o
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desempenho cardiovascular 8. E interessante observar que o aumento do niimero de
copias promoveu maior comprometimento apos o infarto, pois 0 grupo com trés cépias
do gene da ECA apresentou com reducdo da FE% (ECA 3-7 vs. ECA 3 e ECAL),
reducdo da FS% (ECA 3-7 vs. ECA 3 e ECA 1) e menor espessura do septo
intraventricular (ECA 3-7 vs. ECA3, ECAl1 e ECA1-7) que demonstram prejuizos
classicos promovidos pelo infarto *.

Outro dado que apresenta boa correlacdo com a FE tanto em condigdes
patoldgicas quanto normais é a FAC ™° que no estudo de Benavides-Vallvel *®
mostrou perda da funcéo cardiaca apds sete dias de infarto e permaneceu com reducao
da funcdo até os seis meses ao final do estudo. Nossos dados de FAC também apontam
para essa alteracdo em sete dias de IAM (Tabela 4). Todos os grupos infartados
apresentaram redugdo na FAC comparados aos grupos controles, no entanto mais uma
vez o grupo ECA 3-7 foi o mais prejudicado, com menores valores comparados aos
demais grupos infartados, sugerindo novamente que mais cépias da ECA pode induzir
prejuizo adicional. Outro dado interessante é a ESIVd, que foi menor no grupo ECA 3-
7 (ECA 3-7 vs. ECA 1 e ECA 3) e que ndo foi diferente no grupo com uma cépia do
gene sete dias apos o infarto (ECA 1-7) em relacdo aos grupos ndo infartados. O
aumento da espessura do septo contribui para manter a ejecdo do coracdo apos injuria
do infarto, e aumento desse indice € importante pois na fase precoce do infarto ela atua
para manutencdo do mecanismo de Frank-Starling, também aumentando a fragdo de
encurtamento ™.

A deposicdo de coldgeno no tecido cardiaco poderia contribuir passa essa
hipdtese de que menor quantidade de ECA possa atuar de forma cardioprotetora. A

angiotensina | é convertida pela ECA em angiotensina Il, o que € um importante

mediador na hipertrofia do miocardio e também na fibrose. Ja foi demonstrado em
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estudos com losartana (antagonista dos receptores de angiotensina 1), reducdo na
concentracdo de colageno e na expressdo de colageno tipo | no ventriculo esquerdo
112113 "Em nosso estudo 0s animais do grupo ECA 1-7 apresentar menor quantidade de
colageno (figura 27). Essa hipétese foi levantada no trabalho de Ocaranza ®, onde foi
evidenciado que o polimorfismo do gene da ECA em ratos Lewis determina
desenvolvimento distinto de fibrose miocardica. Isso nos faz imaginar que também ha
um menor processo inflamatdrios na sub expressdo de ECA como também menor

MMP-9 (metaloproteinase 9). No estudo de Messadi ***

, que avaliou a tolerancia a
isquemia no polimorfismo da ECA foi evidenciado que ha menor processo inflamatorio
no grupo ECA 2 do que no grupo ECA 3 apos ocluséo e reperfusdo; contudo nesse
estudo nao foi avaliado o modelo com uma cépia.

O aumento do VVE foi observado em sete dias de infarto sendo maior nos
grupos ECA 3-7 (ECA 3-7 vs. ECA 1 e ECA 2), na sistole e (ECA 3-7 vs. ECA 2 ¢
ECA 3) na diastole. No trabalho de Harvey e colaboradores, foram avaliados 605
pacientes que passaram por infarto do miocardio. Os autores concluem que o volume
sistélico final é o primeiro preditor de sobrevivéncia apos infarto do miocardio sendo
superior a fracdo de ejecdo quando a fracdo de ejecdo € menor que 50% ou quando o
volume sist6lico é maior do que 100 ml, sendo assim o tratamento do infarto deveria ser
direcionado para limitacio da &rea de infarto e prevencio da dilatagdo ventricular *°.

Observando a funcéo diastolica, a fase de enchimento rapido representada pela
onde e’ ndo foi afetada pelo numero de copias da ECA no infarto em sete dias, como
também ficou evidenciado no trabalho de Benavides-Vallve . Porém a fase de
contragdo atrial representada pela onda a’ foi afetada pelo infarto (Tabela 4), similar ao

que ocorreu no trabalho de Benavides-Vallve, que avaliou por longo periodo de tempo o

infarto do miocardio em camundongos usando novas estratégias de ecocardiografia e
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que mostra que ocorre redu¢do da onda a’ no mesmo periodo avaliado por nds. A
relacdo E/A ndo foi afetada pelo infarto no trabalho de Benavides-Vallve, porém nds
observamos que o0 aumento do nimero de copias da ECA 3-7 promoveu prejuizo para
esse parametro em comparacgdo aos grupos controles ndo infartados (ECA 3-7 vs. ECA
1, ECA 2 e ECA 3). A literatura aponta para uma grande possibilidade de prejuizo
ocorrendo neste periodo de tempo do infarto, sendo dificil apontar para um em fator

8115116 Eoj observado aumento

especifico que possa per se promover essa alteracao
no TRIV corrigido pela frequéncia cardiaca, apds sete dias de infarto no grupo ECA 1
comparado aos grupos controles. Ainda corroborando com 0s nossos dados nao ha

diferenca no tempo de desaceleracdo da onda e’ (TDE) em sete dias de infarto, como foi

observado por Benavides-Vallve *®.

5.2.2 Frequéncia cardiaca e pressao arterial

A frequéncia cardiaca ap0s infarto do miocardio parece ndo sofrer alteracfes a
curto e a longo prazo em camundongos, como demonstrado em estudo de Benavides-
Vallve ' avaliando o infarto por um periodo de até 90 dias. No estudo de Yang Fan,
(2002) ', que avaliou o efeito do remodelamento no infarto do miocardio em
camundongos, também ndo foram observado alteragdes na frequéncia cardiaca no
periodo do estudo que durou seis meses, como outros estudos também observaram o
mesmo padrdo '8, No entanto os autores ndo especulam os motivos pelo qual ndo ha
reducdo da frequéncia cardiaca ao longo do tempo. Outro estudo do curso temporal da
remodelagdo do VE em camundongos mostra que o volume sistolico final do VE se
estabiliza dentro de um més apés infarto do miocérdio seguido de reperfusdo *'°*%.

Essa observacdo sugere que a progressdao do remodelamento do VE é proporcional a

frequéncia cardiaca, uma vez que tanto a FC (por volta de 600 bpm) quanto a
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progressdo do remodelamento do VE (1 més) sdo aproximadamente 10 vezes mais
rapidas do que encontradas em humanos. Assim € possivel que 0s mecanismos
neurohumorais que foram ativados promovam a manutencdo da frequéncia cardiaca
especificamente neste modelo ***. Evidencias adicionais apoiam o conceito da relacdo
da frequéncia cardiaca associada ao remodelamento e sao relatadas na literatura clinica,
uma vez que o efeito cronotropico negativo do betabloqueio pode ser um importante
mecanismo de contribuicGes subjacente a eficacia dessa classe de drogas em ensaios
clinicos 2.

A frequéncia cardiaca em nosso estudo ndo foi alterada mesmo apdés o infarto
do miocardio, fato que nos é estranho pois as alteracdes promovidas nos animais pela
isquemia poderiam servir como um gatilho para a manifestacdo das modificacbes
genéticas impostas, se expressarem. Em humanos é relatada a queda da presséo arterial
apos infarto do miocardio em pacientes que passaram por infarto sendo que os valores
para a pressdao sistolica apresentam queda de 7,9 mmHg e pressdo diastélica com
valores reduzidos em 3,6 mmHg em média *?°>. Porém essa resposta ndo é uniforme
entre os mamiferos. Em ratos infartados a pressdo média aumenta ao longo de 28 dias
de infarto ®°, em estudo de Srikanthe com ratos e IAM a pressdo foi menor ao final de
protocolo com duracdo de 90 dias *** em camundongos que também passaram pela
oclusdo da coronaria a pressdo sistdlica permaneceu inalterada ao longo de quatro meses
17 ' Os mecanismos que levam & reducdo da frequéncia cardiaca em humanos sdo
descritos no estudo de Framingham, e esta reducdo em parte se deve ao prejuizo do
coragdo como bomba devido a perda de mecanismos reflexos que elevam a presséo

arterial ou até a perda dos mecanismos moduladores ***.
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5.2.3 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca
O sistema nervoso autonémico possui um importante papel na homeostase
cardiovascular pois as descargas vagais e simpaticas interferem diretamente nos
parametros cardiovasculares e vasculares, como por exemplo modificando a frequéncia

| 69125126 Nosso estudo mostra

cardiaca, resisténcia vascular periférica e pressao arteria
que a modulacdo simpatica evidenciada pelo LF abs na figura 16, foi influenciada pela
concentracdo da ECA pois estava maior nos grupos ECA3-7 sugerindo que o aumento
do numero de copias da ECA promoveu aumento adicional do simpatico. Outro dado
gue nos chama a atencao apesar de ndo haver diferenca estatistica € o componente HF%
que representa a modulacdo vagal. Como pode ser observado na figura 17. Ocorreu uma
reducdo progressiva em ECAL-7, ECA2-7 e ECA3-7. Isso demonstra que em paralelo
a0 aumento do simpético ocorreu a retirada vagal ** e esta resposta pode estar ligada ao
namero de copias da ECA. Assim nossos dados mostram que o componente LF € a al¢a
mais afetada pelo infarto, representado pelo LF abs mas também pelo balanco
simpatovagal. No entanto isso pode ser dependente do modelo experimental uma vez
que Aires mostrou maior comprometimento do ramo vagal em ratos .
Adicionalmente, o balanco autondmico basal é diferente entre ratos e camundongos,
como previamente demonstrado por nosso grupo em animais C57 8. A alca simpética
ndo é somente influenciada pelo infarto mas também pelo polimorfismo da ECA com o
aumento do numero de cépias. De forma estranha ndo foi observado diferenca na
frequéncia cardiaca como ja discutido acima, uma vez que seria esperado que a
modulacdo simpatica tem efeito cronotropico positivo sendo geralmente observada na
fase aguda da ocluséo coronariana e considerado um efeito isolado da ativacdo

simpética *****°. O aparecimento de taquicardias e arritmias ¢ mais frequente na fase

aguda do infarto, e pode depender ndo somente da ativacdo do simpatico mas da
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remocao do controle vagal. Assim a recuperacdo progressiva da modulacdo vagal e a
consequente reducdo simpética pode prevenir o desenvolvimento de arritmias e
taquicardias ®°. Nossos dados de VLF % apontam para um aumento apés infarto do
miocardio nos grupos ECA 1-7 e ECA 2-7. O indice de VLF possui mais de uma
resposta dento do espectro do sinal , como a regulagdo neuro humoral da circulacao

incluindo o SRA e termo regulacéo %%

. Outros estudos mostram a reducdo do VLF
como consequéncia da reducdo resposta miogénica nas arteriolas *. A reducdo da
resposta miogénica nos vasos periféricos pode ser compensatoria para a reducdo da
carga de trabalho do coracdo pés infarto ®.

Apb6s a publicacdo de Wolf em 1978 ***

, mostrando pela primeira vez a relagédo
entre infarto do miocardio e HRV, varios estudos de grande importancia surgiram, com
o ATRAMI (Autonomic Tone and Reflex After Myocardial Infarcton) 2. Nesse estudo
foram avaliados 1248 pacientes com infarto do miocardio, e foi investigado os dois
mais populares indices autondmicos o SDNN e a sensibilidade barorreflexa (que sera
discutida mais adiante).

No estudo ATRAMI foram avaliados estes indices como preditores de
mortalidade cardiovascular durante o percurso de um ano. O SDNN quando menor que
70 ms se mostrou uma fator independente e potente preditor de mortalidade
cardiovascular (risco relativo de 3,2). Os dados de SDNN séo derivados da frequéncia
cardiaca e usam o intervalo r-r por isso chama-se de “normal to normal interval”. Os
dados de FC utilizados por n6s sdo procedentes da onda de pressao por isso falamos em
intervalo de pulso, porém isso ndo configura prejuizo para a analise. Nosso dados nao
apresentam alteracdo apds infarto mesmo nos grupos com trés copias da ECA.

Resultado que também foi encontrado com Steeds °°, avaliando pacientes que passaram

por infarto do miocardio e foram subdivididos de acordo com os diferentes
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polimorfismos do gene da ECA e avaliados tantopelo SDNN como pelo RMSSD.
Steeds comenta que o polimorfismo da ECA em humanos ndo exerce maior influéncia
seja nos parametros de HRV apds infarto ou de HRV apds tratamento com IECA. Para
Steeds os dados refletem relativa falta de importancia do polimorfismo I/D e da
atividade da ECA em determinar concentracdes plasmaticas e teciduais de angiotensina

Il apos o estimulo do SRA frente ao infarto.

5.2.4 Variabilidade da Presséo Arterial
Os dados de variabilidade da pressdo ndo sofreram alteracdo ao em virtude do
infarto ou do nimero de copias da ECA. De fato, nossos dados conferem com os de
Grans e colaboradores que também ndo observaram alteracfes na variabilidade da

pressdo apos infarto, bem como na variancia da pressao **.

5.2.5 Barorreflexo espontaneo

Como ja mencionado anteriormente o barorreflexo tem grande importancia
clinica uma vez que alteracbes no barorreflexo contribuem para o desenvolvimento e
progressdo de muitos distdrbios cardiovasculares *°. Em nosso estudo ndo observamos
alteracdes no barorreflexo espontaneo avaliado pelo método da sequéncia. Nossos
resultados estdo de acordo com outros estudos como o de Ylitalo e colaboradores que
foi o primeiro estudo a investigar as variages do polimorfismo em funcdo do controle
da pressdo arterial por meio do barorreflexo **’. Ou ainda pelo estudo de Steeds ®, que
ndo observou alteragcbes no barorreflexo no polimorfismo de pacientes infartados. A
auséncia de resposta em nossos dados provavelmente se encontra na mesma explicacéo
que ocorre em humanos. O aumento da ECA em associacdo ao polimorfismo da ECA

(D) em humanos e ECA3 em nosso estudo resulta em aumento de angiotensina I ** e
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reducdo de bradicinina **. Estudos com humanos e animais mostram que a Ang I
facilita a atividade simpatica e inibe a atividade vagal. A reducdo da bradicinina seria

responsével pela reducdo da sensibilidade barorreflexa * e atividade vagal ***.

5.2.6 Peso corporal e tecidos

Ap0s sete dias de infarto ndo foram observadas alteragdes no peso corporal. De
fato nossos dados correspondem aos do estudo de Lutgens e colaboradores, 2, que
ndo encontraram diferenca no peso corporal de camundongos infartados apds cinco
semanas de protocolo. Os dados de Lutgnes mostram uma pequena reducdo no peso
ap6s a primeira semana de protocolo porém nio sdo estatisticamente significativos **,
estes resultados também est&o de acordo com o trabalho de Yang **'.

Ainda no estudo de Lutgens, o peso do coracdo corrigido pelo peso corporal
ndo foi diferente ao final do protocolo em relagdo ao grupo controle mesmo sob

influéncia do infarto do miocardio '*2. De forma diferente Yang '

, mostra que o
coracdo sofre influéncia no peso mesmo na primeira semana de infarto, além disso esse
aumento no peso é em virtude do peso do VE. Outro trabalho com alteracdes genéticas
na ECA que mostra aumento do peso do coragdo é o estudo de Ceroni %2, No trabalho
gue mimetiza a hipertensdo renovascular por clipagem renal os animais que possuem
trés copias do gene da ECA possuem maior peso do coragdo em comparagao ao grupo
controle, mas ap06s o clipe o peso do coragdo aumenta tanto nos animais com duas
copias como com trés copias. O peso do coragcdo em nosso estudo assim como no
estudo de Ceroni, mostra a influéncia prejudicial do aumento do gene da ECA em
modelos experimentais.

O tecido adiposo contém um SRA totalmente funcional e a angiotensina Il

parece desempenhar um papel no crescimento e diferenciacdo de adipdcitos A
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ativacdo do SRA tem sido envolvida com a homeostasis da gordura corporal, e em
nosso trabalho ela foi claramente afetada ***'*°,

O pulméo ndo apresentou aumento de peso 0 que poderia representar edema
apos o infarto, porém no trabalho de Yang também ndo ocorreu aumento de peso;
contudo, segundo o autor, existe uma tendéncia no aumento de peso até seis semanas
quando se encerrou o protocolo 7,

A reducdo da filtracdo glomerular é uma disfuncédo renal que apos o infarto do
miocardio pode apresentar piores desfechos clinicos como ja bem descrito por Naghesh

1% "Em nosso trabalho avaliamos a alteragdo renal apenas pelo indice de hipertrofia,

porém nao observamos diferenca nesse parametro.

5.3 Efeito do IAM em 28 dias
Nesse periodo mais tardio do infarto do miocardio o remodelamento é
representado por hipertrofia de midcitos e alteracBes na arquitetura ventricular para
distribuir as tensdes de parede aumentadas de maneira mais uniforme, a medida que a
matriz extracelular forma uma cicatriz de coldgeno para estabilizar as forcas de

distensdo e evitar mais deformacao.

5.3.1 Ecocardiograma
Ap0s 28 dias de infarto os dados ecocardiograficos mostram que a relacdo E/A
foi prejudicada no grupo ECA 2-28 comparada ao grupo ECA3-7. A FAC ao final do
protocolo ndo apresentou diferenga, 0 que provavelmente representa auséncia de
disfuncéo diastolica causada pelo remodelamento do ventriculo esquerdo. No estudo de
Benavides-Vallve ', a evolucdo da FAC avaliada pelo de infarto mostra que aa

disfuncéo diastolica que pode ser visivel em sete dias de infarto é diretamente ligada a
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progressdo da dilatacdo do ventriculo esquerdo e com o aumento do volume sistolico e
diastdlico final. Os volumes sistolicos e diastdlicos ao final do protocolo mostram
aumento do diametro da cavidade, no entanto ndo foram diferentes. Ainda segundo
Benavides-Vallve essas modificacfes podem ndo ser tdo evidentes sendo necessario a
avaliacdo do TRIV para melhor diagnéstico ®°. Em nosso estudo o TRIV corrigido pela
frequéncia cardiaca ndo foi diferente entre sete dias de infarto e 28 dias de infarto, sendo
em nosso protocolo somente observada disfuncdo diastélica pelo infarto do miocéardio
no grupo ECA 2-28 se somente considerado a relacdo E/A. Outro dado relevante é a
maior espessura de septo no grupo ECA 1-28 e maior massa do ventriculo esquerdo
também no grupo ECA 1-28 como no grupo ECA 2-28. A espessura de septo pode ter
sido responsavel para manter a funcdo cardiaca uma vez que a FE e FS nédo
apresentaram alteracdo ao final do protocolo, como observado no estudo de Chen **

com ratos infartados tratados com tetratiroxina.

5.3.2 Frequéncia cardiaca e pressao arterial

Ao final do protocolo as pressdes sistolica, diastolica e média ndo foram
diferentes bem como a frequéncia cardiaca comparado ao grupo sete dias de infarto. Ao
final do estudo, nossos dados sdo compativeis com os dados de outras pesquisas
109148149 Dessa forma é possivel que neste modelo experimental a compensacéo do
prejuizo do miocardio esteja ocorrendo por algum dos mecanismos que contribuem para
o remodelamento do ventriculo esquerdo (expansdo precoce do infarto; extensdo
subsequente do infarto do miocardio ndo infartado de regido adjacente e hipertrofia

tardia na regido remota do ventriculo esquerdo) *.
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5.3.3 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Gehrmann estudou a eletrofisiologia de camundongos FVB em um periodo de
14 dias pos IAM, nos parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca. Os
parametros no dominio do tempo da variabilidade ndo foram alterados em virtude do
infarto como RMSSD, SDNN e intervalo RR. Ao final do protocolo tudo indica que o
infarto pode ser um agravo de tamanho porte a ponto de ocultar modificacdes discretas
nesses parametros de variabilidade ou ainda como sugerido por Steeds ® no capitulo
anterior, ocultar alteracbes mais sutis associadas as modificacdes fisiologicas induzidas
geneticamente em nosso modelo *°.

Nesse momento ndo observamos mais diferencas entre os grupos para o VLF
em sete dias comparado a 28 dias de infarto em comparacdo ao capitulo anterior
(controle vs. sete dias de infarto). Isso pode ser um indicativo das alteracGes
neurohumorais, principalmente ativacdo do SRA, que atuam em um periodo mais
precoce do infarto e que poderiam estar sendo atenuadas **!. Outro dado que merece
atencdo é o LF abs (tabela 9) indicativo da modulagdo simpatica, que apresenta reducéo
ao final de 28 dias (ECA 3-28 e ECA 1-28 vs. ECA 1-7). No entanto a recuperagédo
vagal ndo foi observada mesmo que os valores dos indices que representam este
parametro (HF%, HF nu) estarem maiores ao final do protocolo. Outro trabalho que
avaliou a variabilidade mostra que ocorre aumento de todos os indices de variabilidade

da frequéncia cardiaca em um periodo de trés a cinco dias apds infarto, porém nestes

estudos néo foram evidenciadas diferencas na modulagéo vagal bem como simpética **.

5.3.4 Variabilidade da Pressao Arterial e Barorreflexo
A andlise espectral da pressdo ndo revelou diferencas na modulagdo simpatica

periférica avaliado pela modulacdo simpatica (LF PAS) como também alteragdes na
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variabilidade da pressdo, em todos os seis grupos infartados. O baixo poder
discriminativo da andlise espectral também foi confirmado pela auséncia de mudancas
na sensibilidade barorreflexa em quase todos os parametros estimada por anélise
espectral. Contudo o grupo ECA 1-28 demonstra ter maior ativacdo barorreflexa no
aumento da pressdo com maior ativacao do barorreflexo quando avaliado o nimero total
de rampas. Ja foi demonstrado que o barorreflexo possui papel importante ndo somente
no controle da pressdo arterial, mas também na angiogénese apos isquemia em modelos

1% No entanto outros indices nio foram eficientes em identificar

experimentais
modificacBes barorreflexas. Segundo Tobaldini ***, a analise do barorreflexo espontaneo
pela analise espectral, pode hipotetizar perda de poder discriminativo dos parametros
espectrais na variabilidade da pressdo, o método de avaliacdo da variabilidade por
analise espectral pode ndo ter sensibilidade suficiente em modelos em que pode haver
instabilidade das respostas autondmicas frente a mudancas homeostaticas de grande

porte **.

5.3.5 Peso corporal e tecidos

O peso dos tecidos parece ndo ser afetado ao final do protocolo pelo infarto do
miocardio como também pelo numero de copias da ECA. O crescimento dos animais
ndo foi alterado quando avaliado pelo peso em outros estudos **’. Em nosso estudo o
peso do coragdo parece ndo sofrer alteracGes apos a fase de sete dias e que representa o
periodo inflamatorio e de infiltragdo celular. Diferente de outros estudos que avaliaram
0 peso Umido dos ventriculos no qual foi observado diferenga no ventriculo esquerdo
em 30 dia de protocolo como também quando o peso do coracéo foi corrigido pelo peso
corporal também em 30 dias 2. No trabalho de Ocaranza ® que avaliou ratos no

polimorfismo da ECA associado ao isoproterenol forma identificadas alteragcGes no peso
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do coracgéo tanto nos modelos com sub expressao da ECA quanto no modelo com maior
nGmero de copias . Os pulmdes que possuem atividade da ECA similar a atividade da
ECA plasmética " néo sofreram alteracdes ao final do protocolo como ja demonstrado

em outros trabalhos *'.

5.4 Interacoes
5.4.1 Deposicao de colageno, area de infarto e perfil inflamatorio
A avaliacdo histoldgica do coracdo mostrou que 0s animais que possuiam uma
copia do gene da ECA apresentavam menores quantidades de colageno em 28 dias.

% que avaliou a fibrose

Resultados semelhantes foram observados por Ocaranza
mediada pelo isoproterenol em ratos. Os animais utilizados nesse estudo, a exemplo dos
nossos, também possuiam alteracBes genéticas para expressar diferentes concentracfes
plasmatica da ECA. As alteracdes observadas na quantidade total de colageno sofrem
influéncia em virtude do aumento do niimero de cépias ®. Ocaranza mostra que a sub
expressao da ECA induziu menores quantidades de coldgeno que o grupo com duas
copias, mas o grupo com trés genes da ECA também apresentou maiores quantidades de
colageno, inclusive maior do que todos 0s grupos.

A deposicdo de colageno é resultado de sintese e degradacdo de ambos 0s
colagenos (I e Ill), e seus fragmentos parcialmente degradados sdo substratos para as
metaloproteinases (MMPs) 3. O aumento observado no actimulo de colageno sugere
maior concentracao dessas fibras em determinadas areas em quanto a degradacao ocorre
em locais posteriores a lesdo **. Assim existe uma resposta heterogénea para o actimulo

de colageno sendo tempo-dependente para o reparo da lesdo, evidenciado também pelas

MMP-2 e MMP9 *°%%¢ Apesar das alteracées terem sido mais pronunciadas em ratos
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com trés copias da ECA esse resultado ndo foi associado com alteracdes no mRNA da
ECA no VE, receptor de AT1 no VE ou ainda niveis de All no VE .

Ja foi demonstrado em camundongos que a deposi¢do de coldgenos permanece
proeminente aumentando até o completo substituicdo por tecido fibrososo, segundo *'.
A formacéo de tecido cicatricial ocorre por volta de trés semanas ap6s IAM. Em nosso
protocolo ndo podemos demostrar o pico de deposicédo de colageno como observado por
Fang, pois ocorre por volta de quatro meses em camundongos **". O tamanho da &rea de

117,157

infarto tende a diminuir ao longo do tempo em humanos e modelos experimentais

158 117

atingindo o seu menor tamanho aos seis meses em camundongos ~'. Isso ocorre
devido a hipertrofia da regido néo infartada **’. A 4rea observada por nés somente foi
menor no grupo ECA 1-28, sendo assim € possivel que a resposta inflamatoria
observada durante a fase de proliferacdo (1 — 4 dias) em camundongos esteja atenuada
1% em virtude de menor potencial de resposta dos receptores AT1 sob influéncia das
alteracBes das alteracdes da ECA no modelo *.

Em nosso estudo as mortes pos infarto do miocardio se concentraram em um
periodo de até sete dias. Assim também como no estudo de Yang e colaboradores **'.
Os autores descrevem rupturas cardiacas ocorrendo por volta de 3-4 dias ap6s infarto do
miocardio, periodo que coincide com o pico mais alto de neutrofilos, fato que também
ocorre em humanos ®%. De fato, foram identificados animais que possuiam ruptura
cardiaca em nosso estudo. Nesse periodo os macréfagos que tem forte fungéo
fagocitaria promovem a limpeza da regido necrosada e produzem citocinas (TGF beta,

FGF-beta), estimulando a neovascularizacéo e proliferacdo de fibroblastos 2.

Assim
pode se estabelecer um ponto inicial de coparticipacdo entre inflamacéo e reparo do
miocardio. As células inflamatdrios em C57JB no infarto do miocardio surgem apo6s

dois dias de IAM até atingirem 14 dias, entdo gradualmente reduzem sugerindo a
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transformacdo da inflamagdo aguada para crénica como também inicio da transicéo
entre inflamacdo e reparo do dano '*2. Os nossos dados apontam para resultados muito
parecidos com os avaliados na clinica onde é consenso geral que os IECA e inibidores
dos receptores da ANG Il possuem papel anti fibrético na formacdo do colageno **,
sugerindo que a extensdo da fibrose no infarto em pacientes ndo tratados pode ser maior
sendo que uma regi&o menor com tecido mais compacto seria o desejavel .

Em relacdo a Ang Il dois receptores (e outros sub-tipos) sdo reconhecidos, AT1

e AT2 além do receptor Mas da ANG1-7 caracterizados no miocardio e em outros
tecidos 141,
A angiotensina Il exerce seus afeitos pressoricos principalmente via AT1, além
disso este receptor é também conhecido por mediar o crescimento celular, proliferacéo,
migracdo e estresse oxidativo, enfim, todos o0s processos que contribuem para a
remodelacdo do coracdo e da vasculatura, levando ao desenvolvimento e progressdo de
vérias doencas cardiovasculares, incluindo insuficiéncia cardiaca e aterosclerose °°1°¢,
Sendo assim os antagonistas ou bloqueadores da AT1, bloqueando os efeitos da Ang Il
foram propostos para terapia apds o IAM, de forma combinada ou isolada com IECA,
que diminuem a formacéo da Ang Il via ECA 64167,

O conceito de que o receptor AT2 se torna funcional apds infarto do miocéardio
foi primeiramente demonstrado durante trabalho de isquemia e reperfusdo em coragoes
isolados de ratos além disso atuaria se opondo aos efeitos promovidos pelo AT1 *. E
por fim temos o papel do receptor, Mas, mediado via acdo da ECA 2 168 O papel da
angiotesnina 1-7 como também do receptor MAS no remodelamento cardiaco reflete em

significante cardioprotecédo. Este eixo tem sido relatado por suprimir apoptose, fibrose e

hipertrofia em coracdes infartados e melhorar o remodelamento cardiaco .
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O perfil inflamatdrio encontrado em nosso modelo experimental corrobora com

170171 Mais uma vez

os estudos de infarto do miocardio em modelos experimentais
nossos dados apontam para uma reducdo da cascata inflamatoria como também menor
presenca da cascata do SRA, evidenciado por maior IL10 nos grupos ECA 1, como
também menor TGF beta também no grupo ECA 1. O TGF beta é descrito por
influenciar cada um dos componentes do processo de remodelamento como fibrose do
miocéardio 1%, apoptose 3, e hipertrofia cardiaca e reducdo da fracdo de ejecdo em
pacientes infartados "*. A citocina IL 10 é reconhecida por ser um forte desativador de

175,176

monacitos e supressor de mediadores pré inflamatérios , € ndo somente isso, a IL

10 recebe sinais da via do SRA para a sua desativagdo *'".

5.4.2 Avaliacédo ecocardiografica

A analise ecocardiografica (figura 28-A), apresenta a disfuncdo diastolica
evidenciada pela reducéo acentuada da onda A’ em todos os grupos do estudo apos IAM
18 Contudo a relagio E’/A’, que também representa disfuncdo diastdlica 179 somente
foi alterada nos grupo com menos ou mais copias do gene da ECA. O tempo de
relaxamento isovolumétrico também foi afetado de forma negativa nos grupos ECA 1 e
ECA 3. Outro resultado que chama a atencao é a espessura do septo, mais uma vez é
possivel observar que a reducdo ou aumento do ndmero de cdpias ndo se mostrou
favoravel uma vez que o grupo ECA 2 néo apresentou alteracdo ao final de 28 dias de
infarto.

Os mecanismos de ativagdo do sistema renina angiotensina discutidos no

capitulo anterior %%

parecem estar muito presentes quando se avalia a fungdo cardiaca
pelo ecocardiograma . E interessante observar que a reducdo da FAC, FE e FS nos

grupos ECA 2 e ECA 3 avaliados em funcdo do tempo (sete ou 28 dias de IAM) &
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acompanhada com pouco prejuizo no grupo ECA 1. Ao que tudo indica a reducédo da
inflamacéo com ja evidenciado, promove menor sintese de colageno assim reduzindo os
prejuizos ao final do protocolo ®. Os indices de funcdo somados a espessura de septo
sdo resultados esperados no infarto do miocardio e que ndo foram observados nos

capitulos anteriores.

5.4.3 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca e barorreflexo
espontaneo
O aumento da modulacdo simpaética se torna evidente em funcdo do aumento
do numero de codpias sendo esse outro fator que corrobora com 0s nosso dados

apresentados anteriormente, no qual a cascata do SRA indica estar mais presente nos

animais com trés copias, pois é observado aumento da modulagdo simpatica ‘#*1%,

118
I

diretamente ligado a presenca de Ang Il =, com consequente reducdo do barorreflexo

137183 "0 inverso pode ser observado no grupo com uma cépia da ECA 28 dias ap6s o
IAM, ndo somente por auséncia do incremento da modulacdo simpatica, mas por maior

eficiéncia do barorreflexo avaliado **"8,
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

A exemplo do que ocorre em humanos, os animais com diferentes copias da
ECA ndo apresentaram alteracdes na pressdo arterial e na frequéncia cardiaca, bem
como alteracbes importantes nos parametros ecocardiograficos, na modulagéo
autondmica e no barorreflexo no seu estado fisioldgico basal.

Como esperado, apds o IAM fica evidente o prejuizo ocasionado ao coragédo
em todos 0s grupos que passaram por esta intervencdo em nosso estudo. Contudo, as
alteracdes genéticas promovidas no modelo tornam os animais susceptiveis as alteracdes
fenotipicas impostas pelo nosso estudo. Na fase proliferativa do 1AM, momento mais
precoce do estudo (em sete dias de IAM), observamos que o aumento do nimero de
genes da ECA (ECA 3) promoveu prejuizo adicional neste periodo do protocolo nos
parametros ecocardiograficos, como wuma reducdo na espessura do septo
intraventricular, prejuizo maiores ao volume de ventriculo e maiores relacdo de
enchimento ventricular, bem como maior prejuizo da funcdo ventricular, evidenciado
pela mudanca de area fracional (FAC) e pela fracdo de encurtamento. Em relacdo aos
parametros autondémicos, 0s animais com trés copias da ECA apresentaram maior
modulacdo simpatica cardiaca e maior balanco simpatovagal, evidenciando uma maior
predominancia simpética nesses animais.

Quando observamos o periodo mais tardio (28 dias apds IAM), ndo é mais tao
evidente o prejuizo ocasionado pelo aumento do nimero de copias do gene da ECA
(ECA 3). Contudo, neste ponto do estudo, h4 uma melhor recuperacdo do infarto nos
grupos que possuem uma copia do gene da ECA (ECA 1), a exemplo do que ocorre com

a utilizagdo dos IECA no tratamento do IAM. Os animais com uma cépia do gene da
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ECA 28 dias ap6s o IAM (ECA 1-28) apresentaram uma menor espessura do septo
intraventricular, menor modulacdo simpatica cardiaca e melhor eficiéncia do
barorreflexo. Para o grupo com duas copias da ECA ndo observamos uma pior evolucao
neste momento, poréem ndo ha sinais de recuperacdo a exemplo do que foi observado
nos animais com uma copia do gene da ECA. Ainda, o grupo com uma copia apresentou
menor deposicéo de colageno no tecido cardiaco, bem como menor area de infarto.

Ao analisarmos o perfil inflamatdrio, os animais infartados com subexpressao
do gene da ECA (ECA 1) apresentaram maiores niveis de citocinas anti-inflamatorias
(IL-10) e menores niveis de TGF beta do que os animais com valores fisioldgicos
normais (ECA 2) e com valores aumentados (ECA 3). Ainda, a curva de sobrevivéncia
de Kaplan-Meier mostra que a maior mortalidade ocorreu no periodo de até sete dias
apos o 1AM (fase proliferativa), sendo que a menor taxa de sobrevivéncia foi observada
nos animais com trés copias do gene da ECA, enquanto os animais com uma copia
foram os que apresentaram uma maior sobrevivéncia.

Por fim, nossos resultados mostram, como esperado, que o IAM promoveu
prejuizos na fungdo cardiaca, funcdo autonémica cardiovascular e no perfil inflamatério
no modelo experimental em todos os grupo. Contudo, de maneira geral, 0S n0ssos
resultados de funcdo cardiaca, funcdo autondmica cardiovascular, perfil inflamatério,
area de infarto e curva de sobrevivéncia indicam que 0s animais com trés cépias do
gene da ECA apresentaram pior evolucgdo ap6s o IAM em relagdo aos animais com uma
copia do gene da ECA. Porém, ainda € possivel que alteracdes especificas no sistema
nervoso autondmico em virtude das alteracdes do polimorfismo da ECA possam ter sido

mitigadas pelo infarto do miocéardio.
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ANEXOS

ANEXO A - CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM
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PESQUISA - APROVACAO CEUA DO PROTOCOLO DE PESQUISA SDC
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Certificamos que a proposta imtitalada “Infarto asndo do niocardio
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registrada com o o og4 /16, s0b a responsabilidade de Maria Clandia Irigoven
& Oscar Albugquerque de Moraes, apressntado pela Comissdo Cientifica do InCor
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filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
{om emsing) - enconfTa-se de acordo com o5 precedtos da Lei no 11794, de 8 de
onmbro de 2008, do Decreto no &.8gg, de 15 de julho de zoo0g, & com a5 DoTmas
editadas pelo Conselho MNaconal de Confrole de Experimentacio Animal (CONCEA),
e foi aprovada pela COMISSA0 DE ETICA WO USO DE AMIMAIS (CEUA) da

Faculdade de Medicina da TSP em reaniio de 10,08 15

Sera utilizado como defesa de tese do aluno Oscar Albuguerque de Moraes.
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Vigenaa da autonzagio

Imbcio: 31-03-2016  Temmino: 30-03-2018
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N2 de animais Qi

Pesa, Tiads 10-15 gr
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Drigem Biotério FMUSP

CEUA-FHUSP, 10 de Agosto de 2046
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Coordenador
Comissio de Etica no Tso de Amimais

Comizsio de Elica no Uso de Animalks da FRIIEP
e-mailt oo fmfbusp br



ANEXO B - ESQUEMA DE ACASALAMENTO
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Esquema de Acasalamento Camundongo ( Knock-in)

Experimento A
Heteroz. Homoz. ; T X T T

importado x Q C57BI/6 (1:2)+6 animais

50% 50%
OBS: filhotes corta-se orelhas para genotipagem e separa-se animais para acasalamento que vdo origing
Experimento B (1:2) + 20 animais. Os animais selecionados para os acasalamentos do experimento f
s&o heterozigotos.

Experimento B

O;‘Heteroz. Q Heteroz. ; T X ; T
Experimento B x ¥ Experimento B
ey 141 11

25% 50% 25%
OBS: filhotes corta-se orelhas para genotipagem e depois serdo utilizados em experimentos no iaboratério. O
animais resultante desse acalamento possuem 2, 3 ou 4 coépias do gene da ECA, como mostra
esquema acima.

Esquema de Acasalamento Camundongo ( Knock-out)

Experimento 1

Heteroz. Homoz. TT XT T
d Q C57BI/6

importado x (1:2) £ 6 animais

St T

50% 50%
OBS: filhotes corta-se orelhas para genotipagem e separa-se animais para acasalamento que v&o origina
Experimento 2 (1:2) + 20 animais. Os animais selecionados para os acasalamentos do experimento :
sdo heterozigotos.

Experimento 2

Heteroz. Hetero. TT X TT

dExperimento 2x Q Expermento 2

X SRR

25% 50% 25%

OBS: filhotes corta-se orelhas para genotipagem e depois serdo utilizados em experimentos no laboratorio. O
animais resultante desse acasalamento possuem 0,1 ou 2 copias do gene da ECA, como mostra
esquema acima.
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Manejo do Animais :
Forma-se o casal logo depois de receber o n° dos machos, esses animais ficam reproduzindo at
completarem 8 meses, depois sacrifica-se o casal e forma-se outro. Caso o macho morra, espera-se un

tempo para averiguar se a fémea esta prenha, caso ndo esteja, sacrifica-se a mesma.

Os machos que serdo utilizados nos acasalamentos dos Experimentos A e 1 sdo originarios do

Experimentos B e 2.

As fémeas que serdo utilizadas nos acasalamentos dos Experimentos A e 1 véem da institui¢do ( Centro d
Bioterismo-FMUSP ) e sdo da linhagem C57 Bl / 6.

O desmame dos filhotes devera ser feito com 30 dias, ndo antes.

A maravalha utilizada para cama dos animais deve ser autoclavada (30 min para esterilizacdo e 20 min par:

secagem), + 120° C.
A ragao (Nuvital) deve ser propria para autoclave e a mesma devera ser autoclavada.

A agua de beber deve ser autoclavada e acidificada.




117

ANEXO C - ESQUEMA DE ACASALAMENTO

A - TAATTCCTTGGGAGGCAGCACT
B - AGTGGAGGGTATTTGTCAGGGC

C —» TAAAGCGCATGCTCCAGACTGC

113
— N .
B A
113 E 14
B C A

Figura 1. Esquema da reagdo de PCR. A unido dos “primers” A e B ira resultar

na amplificagdo de uma sequéncia de 265 pares de bases (animais normais —

duas copias do gene da ECA). Ja a unido dos primers B e C resultara na
amplificacdo de uma seqliéncia de 300 pares de bases (animais Knockout)

Para animais "Knockin” foram utilizados dois “primers" : D11M™ e D11M". O

“primer” D11M™ amplifica uma seqliéncia de 130 pares de bases (pb) (animais

Pormais ~ 2 copias do gene da ECA), e o “primer” D11M™ amplifica uma sequéncia

2= 166 pb (animais com uma copia a mais do gene da ECA).
As sequéncias dos “primers” sdo as seguintes:
D11M™ - AAACAGAGATAAACCACGGGG

D11IM - TGTGGAACTAACTCTCAGAAGGC
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