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RESUMO

COSTA, César Rafael Marins. Avaliacédo do tratamento com N-acetilcisteina no infarto
do miocardio experimental em ratas Wistar. 2018. 74p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Fisiologicas). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Departamento de
Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

O aumento dos niveis de espécies reativas do oxigénio e o déficit de antioxidantes
observados apds infarto do miocardio estdo diretamente envolvidos nas mudangas
estruturais e funcionais que ocorrem durante o0 desenvolvimento e progressao do
remodelamento cardiaco. Embora estudos prévios tenham demonstrado efeito
cardioprotetor na atenuacdo da lesdo tecidual em modelos experimentais de infarto do
miocardio (IM) pela administracdo de antioxidantes, ndo séo claras as evidéncias sobre 0s
beneficios do tratamento em longo prazo com substancias antioxidantes sobre a evolugéo
fisiopatolégica do IM tanto em modelos experimentais quanto em pacientes infartados.
Atualmente a N-acetilcisteina (NAC) € utilizada terapeuticamente em varios ramos da
medicina, pois apresenta algumas caracteristicas interessantes do ponto de vista
farmacoterapéutico. Este estudo teve como objetivo avaliar o papel do tratamento com
NAC, durante 28 dias, sobre a funcdo cardiaca, modulacdo autondémica e estresse oxidativo
no IM experimental. Adicionalmente, investigou-se a expressao do fator de crescimento
neuronal (NGF) na mediagcdo do aumento da resposta autonémica simpética pos-infarto,
bem como, o possivel efeito da NAC na modulacéo desta resposta. A amostra foi composta
por ratos Wistar (fémeas) que foram infartados (IM) ou falso operados (SH), tratados com
salina (SAL) ou N-acetilcisteina (NAC) por gavagem (250 mg/Kg/dia). Os animais foram
atribuidos em grupos: SHAM-SAL, SHAM-NAC, IM-SAL e IM-NAC, N=10/grupo. Os
tratamentos iniciaram-se 24 horas ap0s a cirurgia. Ap6s 28 dias de tratamento 0s animais
foram submetidos a avaliacdo eletrocardiogréfica e ecocardiogréafica (ECO) seguida pela
eutanasia para a coleta dos tecidos. O procedimento estatistico utilizado foi a two-way
ANOVA com post hoc de Tukey e significancia definida em P < 0,05. O IM-SAL teve
aumento dos pesos relativos do coracdo e pulmao comparado a IM-NAC (P<0,05). Houve
diminuigdo da geragdo de H.O> e aumento da atividade da glutationa peroxidase e na
quantidade de grupamento TIOL no IM-NAC comparado a IM-SAL (P<0,05). As anélises
de ECO mostraram aumento da espessura relativa da parede posterior do ventriculo
esquerdo no IM-NAC comparado ao IM-SAL (P<0,01), e aumento dos didmetros internos
da relagdo do éatrio esquerdo e aorta no IM-SAL comparado a IM-NAC (P<0,05). Houve
melhora da fracdo de ejecdo no IM-NAC comparado a IM-SAL (P<0,05). Os resultados da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) no dominio do tempo mostraram aumento da
frequéncia cardiaca no IM-SAL e diminuicdo da raiz quadrada da média do quadrado das
diferengas entre intervalos RR consecutivos (RMSSD) ao comparar com IM-NAC
(P<0,01). A analise do dominio da frequéncia da VFC, foi observado aumento do
componente de baixa frequéncia (U.N), diminuicdo do componente de alta frequéncia
(U.N) e aumento da razdo BF/AF no IM-SAL comparado a IM-NAC (P<0,01). A analise
da expressdo de NGF mostrou aumento no IM-SAL em relagdo a IM-NAC. O tratamento
de ratas infartadas durante 28 dias com N-acetilcisteina foi efetivo em evitar a dilatagdo da
camara ventricular esquerda mostrando um padrédo adaptativo, melhorando a funcéo
cardiaca, atenuando o processo congestivo, melhorando o perfil redox e induzindo a uma
modulagdo autondmica mais favoravel, pelo menos em parte pela reducao da expresséo de
NGF.

Palavras-chave: Infarto agudo do miocardio; estresse oxidativo; N-acetilcisteina



ABSTRACT

COSTA, César Rafael Marins. Evaluation of N-acetylcysteine treatment during
experimental myocardial infarction in Wistar rats. 2018. 74p. Dissertation (Master in
Physiological Science). Institute of Biological Sciences and Health, Department of
Physiological Sciences, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

The increase in reactive oxygen species and the deficit in antioxidants observed after
myocardial infarction are directly related to structural and functional changes that occur
during the development and progression of cardiac remodeling. Despite previous studies
that demonstrated the cardioprotective effects of antioxidants on the attenuation of damage
in experimental models of myocardial infarction (MI), the evidence of the benefits of long-
term treatment with antioxidant substances on the physiopathological evolution of Ml in
both experimental models and infarcted patients are not clear. Currently, N-acetylcysteine
(NAC) is, in several branches of medicine, used therapeutically since it shows interesting
characteristics from the pharmacotherapeutic point of view. This study assessed the role of
NAC treatment during 28 days on cardiac function, autonomic modelling and oxidative
stress on experimental MI. Additionally, we evaluated the expression of neuronal growth
factor (NGF) on the mediation of the increased sympathetic autonomic response post-
infarction, as well as the possible effect of NAC on the modulation of this response. The
sample was composed by female Wistar rats that were infarcted (MI) or sham-operated
(SH) and treated with saline (SAL) or N-acetylcysteine (NAC) by gavage (250 mg/kg/day).
The animals were assigned into groups: SHAM-SAL, SHAM-NAC, MI-SAL and MI-
NAC, N=10/group. Treatments started 24 hours after surgery. Twenty-eight days after
treatment, the animals were submitted to electrocardiographical and echocardiographical
(ECHO) assessment, and then to euthanasia for tissue collection. The statistical procedure
used was a two-way ANOVA with Tukey post-hoc and the significance was set at P < 0.05.
The MI-SAL showed increased relative heart and lung weight when compared to MI-NAC
(P<0.05). The H20> generation decreased in MI-NAC in relation to MI-SAL (P<0.05) and
the activity of glutation peroxidase (GPx) and TIOL increased in MI-NAC when compared
to MI-SAL (P<0.05). ECHO showed increased relative wall thickness of the posterior wall
of the left ventricle in MI-NAC when compared to MI-SAL (P<0.01), and increased
internal diameters of the left atrium and aorta ratio in MI-SAL when compared to MI-NAC
(P<0.05). The ejection fraction improved in MI-NAC compared to MI-SAL (P<0.05). The
heart rate variability in the time domain showed increased heart rate in MI-SAL and
decreased RMSSD when compared to the MI-NAC (P<0.01). The frequency domain
analysis of heart rate variability, there showed increased low frequency domain component
(U.N), decreased high frequency component (U.N) and increased LF/HF ratio in MI-SAL
when compared to MI-NAC (P<0.01). The analysis of NGF gene expression by RT-PCR
showed increased in MI-SAL compared to MI-NAC (P<0.05). The treatment of infarcted
rats during 28 days with N-acetylcysteine was effective to avoid the left ventricle dilation
showing an adaptative pattern, improving heart function, attenuating the congestive
process by improving the redox profile and inducing a more favorable autonomic
modulation, at least in part by the reduction of the expression of NGF.

Key words: Acute myocardial infarction; oxidative stress; N-acetylcysteine
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LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

AF - alta frequéncia

AGE - glicacdo e produtos avancados

AMPc - adenosina 3',5'-monofosfato ciclico

BF - baixa freqliéncia

D3 - desiodase tipo 3

ECG — eletrocardiograma

Eco - ecocardiograma

EROs - espécies reativas do oxigénio

ET-1 - endotelina 1

FAD - dinucleétido de flavina e adenina

FC - frequéncia cardiaca

GPCR - receptor acoplado a proteina G

GPX - glutationa peroxidase

GSH - glutationa

GSSG - glutationa oxidase

GTP - Trifosfato de guanosina

IM - infarto do miocardio

ICC - insuficiéncia cardiaca congestiva

MBF - muito baixa frequéncia

NAC - N-acetilcisteina

NADPH - nicotinamida adenina dinucledtido fosfato hidrogénio

NGF - fator de crescimento neural

NO - éxido nitrico

PDGF - fator de crescimento derivado de plagquetas

PLB - fosfolambam

PNNS5O0 - percentual de intervalos RR normais que diferem mais que 50ms de seus
adjacente

RMSSD - raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR
normais consecutivos

SDNN - desvio padréo de todos os intervalos RR normais

SNAS - Sistema Nervoso Autdnomo Simpaético

SOD - superoxido dismutase

SRAA - Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

TNF-a - fator de necrose tumoral-a

UBF - ultra baixa freqiiéncia

VDFVE - volume diastolico final do ventriculo esquerdo

VE - ventriculo esquerdo

VEGF - fator de crescimento endotelial vascular

VFC - variabilidade da freqliéncia cardiaca
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares lideram o ranking de morte em nosso pais. Estima-
se que para 2020, o numero de 6ébitos por doenca arterial coronaria possa se elevar a
valores entre 35 e 40 milhdes. Nos paises onde a doenga arterial coronariana é a principal
causa de morte esta €, também, a principal causa da insuficiéncia cardiaca (IC). A
mortalidade nos pacientes com IC ocorre de forma subita, por faléncia progressiva do
coracdo e por outras formas, incluindo infarto agudo do miocardio (IAM). Neste sentido,
o conhecimento fisiopatolégico minucioso do 1AM, considerado o principal representante
das doencas arteriais coronarianas, seria fundamental para em futuro pr6ximo, ao menos
minimizar as altas morbidades e mortalidades associadas a essa condi¢do clinica.

A fisiopatologia do 1AM € descrita como a interrupc¢do da irrigacdo de uma area
da musculatura cardiaca, pela presenca de placas ateroma ou trombo, devido a
aterosclerose e coagulo sanguineo, respectivamente. Isto causa obstrucéo total ou parcial
da artéria coronéria e leva ao quadro de isquemia miocardica. Em resposta ao baixo débito
cardiaco, ocorre reflexo simpatico cardiaco que desempenha um papel decisivo na génese
das arritmias ventriculares precoces, as quais estdo associadas a risco aumentado de
fibrilacdo ventricular e mortalidade pos-infarto.

Tradicionalmente, o estresse oxidativo é considerado um efeito potencialmente
deletério, que resulta da oxidacao e destruicdo de macromoléculas, membranas e DNA,
mediado pela acdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs), também conhecido como
radicais livres. O estresse oxidativo desempenha um papel importante na patogénese do
remodelamento do miocardio apos infarto, podendo induzir a liberacéo de citocinas pro-
inflamatdrias, apoptose de cardiomidcitos, fibrogénese e hipertrofia cardiaca. O aumento
dos niveis de espécies reativas do oxigénio (EROs), bem como o déficit de substancias
antioxidantes, observados apos infarto do miocardio, estdo diretamente envolvidos nas
mudancas estruturais e funcionais que ocorrem durante o desenvolvimento e progressao
do remodelamento cardiaco. Sendo assim, seria bastante razoavel propor que o tratamento
com substancias antioxidantes seria capaz de ao menos atenuar a evolucao fisiopatologica
do IAM, por reduzir o estresse oxidativo e o remodelamento no coracdo, e assim,
melhorar a funcdo ventricular esquerda.

Nesse sentido, a N-acetilcisteina (NAC), é um agente farmacologico que teve seu
uso restrito durante muito tempo no tratamento, com sucesso, da bronquite crénica e

outras patologias pulmonares (devido & sua acdo mucolitica e expectorante) e no



tratamento da intoxicacdo por paracetamol/acetaminofeno (por neutralizar produtos
reativos minimizando les6es teciduais). O efeito benéfico do NAC, nesses casos, pode ser
creditado ao seu potencial antioxidante, por ser prontamente hidrolisada a cisteina, um
precursor da glutationa (GSH), que por sua vez, é sintetizada em duas etapas envolvendo
as enzimas y-glutamilcisteina ligase e y-glutamilcisteina sintetase. Atualmente a NAC é
utilizada terapeuticamente em varios ramos da medicina, pois apresentar algumas
caracteristicas interessantes do ponto de vista farmacoterapéutico. Além de possuir
elevada seguranca farmacoldgica (indice terapéutico alto), estudos demonstraram que o
tratamento com NAC em ratos infartados foi capaz de diminuir a hiperinervagéo
simpética e, portanto, reduzir os riscos de arritmias cardiacas. No entanto, nenhum estudo
funcional foi publicado em modelos de IC associados ao tratamento com NAC.
Concomitantemente, embora estudos prévios tenham demonstrado efeito cardioprotetor
na atenuacdo da lesdo tecidual em modelos experimentais de IAM pela administracéo de
antioxidantes, ndo sdo claras as evidéncias sobre o tratamento em longo prazo com
substancias antioxidantes sobre a evolucdo fisiopatoldgica do 1AM tanto em modelos
experimentais quanto em humanos.

Considerando a limitacao das terapias farmacologica atuais para |AM, a busca por
novas estratégias terapéuticas mais eficazes, baseadas em estudos pré-clinicos, tem
granjeado muita atencdo da comunidade médica e cientifica. Sendo assim, este estudo
teve como objetivo aprofundar os estudos sobre as bases fisiopatologicas do 1AM, além
de avaliar o efeito cronico do tratamento com N-acetilcisteina na estrutura, modulacéo

autondmica e funcdo cardiaca no infarto do miocardio em ratos Wistar fémeas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos epidemioldgicos do infarto agudo do miocérdio (IAM) e da insuficiéncia

cardiaca (IC)

As doencas cardiovasculares representam a principal causa de mortalidade e
incapacidade no Brasil e no mundo ja ha décadas (LOPEZ, 1993). Mais recente estima-
se que 17,5 milhGes de pessoas morreram de doencas cardiovasculares em 2012,
representando 31% de todas as mortes globais. Destes Obitos, cerca de 7,4 milhGes foram
devidos a doenca coronaria e 6,7 milhGes a acidentes vasculares cerebrais (WHO, 2016).
No Brasil, as doencas cardiovasculares lideram o ranking de morte. De acordo com a base
de dados do DATASUS, cerca de 100 mil obitos anuais séo devidos a doenga coronariana.
Em 80,0% dos casos de morte subita tém como substrato a doenca aterosclerotica das
coronarias e 50,0% das mortes por infarto agudo do miocardio ocorrem antes de o
paciente chegar ao hospital (SIERVULI et al., 2014). Segundo a Organiza¢do Mundial
de Saude, as doengas cardiovasculares lideram as causas de morte no mundo. Estima-se,
para 2020, que o numero 6Obitos por doenca arterial coronariana possa se elevar a valores
entre 35 e 40 milhdes. Seu crescimento acelerado em paises em desenvolvimento
representa uma das questdes de saude publica mais relevante da atualidade.

Doencas isquémicas graves assim como processos hipertensivos, relacionados
principalmente ao estresse e a ma alimentacéo, juntamente com o tabagismo e alcoolismo,
tém sido os grandes causadores das doencas cardiovasculares (AVEZUM et al., 2005;
GUIMARAES, AVEZUM e PIEGAS, 2006).

Dentre essas doengas, a hipertrofia ventricular constitui um indicador de grande
relevancia no risco de morbidade e mortalidade cardiovascular. Segundo Framingham
Heart Study, os individuos que apresentam hipertrofia ventricular, diagnosticada por
alteracdes eletrocardiograficas, apresentam risco de morte seis vezes maior que a
populacdo em geral (KANNEL et al., 1983).

A despeito dos recentes avancos da medicina, a insuficiéncia cardiaca (I1C)
continua sendo responsavel por elevados indices de morbidade e mortalidade no mundo
inteiro. A epidemiologia da IC € bastante controversa no Brasil, pois estudos
epidemiologicos sdo mais dificeis de serem realizados, sendo portanto escassos na
literatura (LESSA, 2001). As dificuldades relacionam-se pela falta de acordo universal

sobre uma definicdo da IC, que é principalmente um diagndstico clinico (DAVIS,
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HOBBS e LIP, 2000), sendo necessarios diversos exames para diagnosticos especificos,
0 que torna os estudos muito caros (ARAUJO et al., 2005). Além dos altos custos
hospitalares e de atendimentos de emergéncia, a IC provoca perda da qualidade de vida,
resultando em aposentadorias precoces e em altos custos socioecondémicos para o pais
(BARRETTO et al., 2002). Dentre as principais causas da IC citam-se a hipertensdo
arterial, a doenga arterial coronaria e a disfungdo ventricular. Nos paises onde a doenca
arterial coronaria é a principal causa de morte, esta é também, a principal causa da IC.
Considerando ainda a atual limitacdo farmacoldgica para o tratamento da IC (BEER et
al., 2007), a busca por novas estratégias terapéuticas mais eficazes, baseadas em estudos

pré-clinicos, tem granjeado muita atencdo das comunidades médica e cientifica.

2.2 Aspectos fisiopatologicos do IAM

O infarto agudo do miocardio (IAM) ocorre quando uma area da musculatura
cardiaca tem a sua irrigacdo interrompida, pela presenca de ateroma ou por obstrugdo
total ou parcial da artéria por émbolo ou trombo, aterosclerose e coagulo sanguineo
(SIERVULI et al., 2014), caracterizando o quadro de isquemia miocardica. A
consequéncia bioquimica imediata dessa isquemia é a interrupcdo do metabolismo
aerobico, levando a producdo inadequada de fosfatos de alta energia e acimulo de
produtos de degradacdo nocivos. A isquemia grave induz perda de contratilidade levando
a disfuncdo miocardica, precipitando o aparecimento de insuficiéncia cardiaca aguda
antes do inicio da morte dos cardiomiocitos (SIERVULLI et al., 2014). Esses mecanismos
a longo prazo podem acarretar em um quadro de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC).

Dependendo da sua extensdo, tais alteracGes sdo potencialmente reversiveis e a
morte celular ndo é imediata, no entanto, as consequéncias metabdlicas precoces da
isquemia intensa, por pelo menos 20-30 minutos, pode resultar em morte celular e
comprometimento das propriedades elétricas e mecanicas do coracao levando ao dano
irreversivel (necrose) dos cardiomiécitos (REIMER e IDEKER, 1987; AVEZUM et al.,
2004).

Estruturalmente, o infarto do miocardio é caracterizado pela presenca de tecido
fibroso apds a fase aguda da doenca isquémica, rico em fibras colagenas e fibroblastos
formando uma densa camada neovascularizada, subendocéardica ou transmural
(MALLORY e PARKER, 1939; FISHBEIN, MACLEAN e MAROKO, 1978; FACTOR,

1990). O tecido miocéardico vidvel pode passar por alteragdes anatomopatologicas
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caracteristicas do processo de remodelamento cardiaco (hipertrofia, aumento da cavidade
ventricular e formagdo de aneurisma), que variam de intensidade devido a fatores
estruturais (extensdo da lesdo e caracteristicas do processo cicatricial) e hemodinamicos
(sobrecarga volumétrica) (FACTOR, 1990; PFEFFER e BRAUNWALD, 1990).

A situacdo se agrava quando o processo hipertréfico do musculo cardiaco se
estabelece em resposta a diversos estimulos locais e sistémicos. A essas e outras
alteragdes morfologicas do o6rgdo, chamamos de ‘“remodelamento cardiaco”. O
remodelamento cardiaco é uma série de alteracBGes na estrutura e na funcdo cardiaca, 0s
quais desempenham um papel importante no desenvolvimento subsequente da
insuficiéncia cardiaca (IC) (ZORNOFF et al., 2009).

2.3 Infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca em mulheres

Estudos epidemioldgicos mostraram que dentre os pacientes sobreviventes a IC,
existem diferencas marcantes quando se leva em consideracdo o sexo. Sabe-se que
mulheres desenvolvem menos doencgas cardiovasculares e menor prevaléncia de
hipertrofia cardiaca do que homens (GARDIN et al., 1995) e o progndstico para mulheres
é melhor do que para homens com IC causada por doencas ndo-isquémicas (SIMON et
al., 2001) e, esta diferenca desaparece apds a menopausa (EAKER et al., 1993; LERNER
e KANNEL, 1986). Em pacientes idosos, com niveis similares de estenose adrtica, as
mulheres apresentam a funcdo cardiaca mais bem preservada do que os homens
(BUTTRICK e SCHEUER, 1992). A diferenca sexual também é nitida em modelos de
hipertrofia e hipertensdo em ratos. Neste caso, ratos machos apresentam uma progressao
acelerada no desenvolvimento fisiopatologico da IC comparados as fémeas (TAMURA,
SAID e GERDES, 1999; WALLEN et al., 2000). Em estudo recente de Framingham, foi
encontrada mortalidade de 37% para homens e 38% para mulheres, ap6s dois anos do
diagndstico de I1C. Apds seis anos, 82% dos homens e 67% das mulheres haviam falecido
(KANNEL, PLEHN e CUPPLES, 1988). Em quase todas as faixas etarias de 30 a 62
anos, a taxa de incidéncia de falha cardiaca congestiva foi maior para homens do que para
mulheres (MCKEE et al., 1971). Mulheres apresentam maior prevaléncia de funcéo
sistélica preservada e menor incidéncia de disfuncao ventricular do que homens com IC
(VASAN et al., 1999; CLELAND et al., 2003). Estudos anteriores do nosso laboratdrio
mostrou que as fémeas submetidas ao infarto parecem mostrar uma atenuacdo da

modulacdo simpatica, equilibrios de fluidos e eletrdlitos mais favoraveis e uma funcéo
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cardiaca melhor preservada em compara¢do com os machos submetidos ao mesmo
modelo de infarto (SOUZA et al., 2016). Contudo ainda ha uma falsa percepg¢éo de que a
doenca cardiovascular ndo seria particularmente perigosa para as mulheres. De um modo
geral, ao analisar a razdo de taxas de mortalidade masculina e feminina, a doenca
cardiovascular em geral e isquémica em particular foi maior entre os homens do que nas
mulheres, porém nas cidades brasileiras a mortalidade entre as mulheres brasileiras € mais
elevada em relacdo a outros paises (ESCOSTEGUY, 2002). Sendo assim, a escolha do
género no presente estudo se baseou principalmente na escassez de estudos com fémeas
infartadas e a crescente importancia epidemioldgica de insuficiéncia cardiaca em
mulheres (MOSCA et al., 2007, 2011; RAPEPORT, 2011). A doenca cardiovascular no
sexo feminino é um problema de saide publica prioritario que deve ser reconhecido e
enfrentado. E fundamental estimular o desenvolvimento de procedimentos terapéuticos
para a melhoria da qualidade de tratamento em mulheres, uma vez que ha evidéncias de
que intervencOes eficazes sejam desigualmente utilizadas entre 0s sexos
(ESCOSTEGUY, 2002).

2.4 Caminhos que levam a morte celular decorrentes da isquemia

Apos a ocluséo de uma artéria coronaria principal, o teor de oxigénio dos tecidos
cardiacos diminui e 0 metabolismo oxidativo mitocondrial torna-se inibido. Com a perda
de oxigénio, a fosforilagdo oxidativa mitocondrial para rapidamente, com a consequente
perda da principal fonte de producdo de ATP para o metabolismo energético (BUJA,
2005). Concomitantemente com a inibicdo das reacBes oxidativas, ocorre aumento
compensatério na glicolise anaerobia para a producdo de ATP. Na isquemia miocardica
grave, o glicogénio sarcoplasméatico € o principal substrato para essa via. Assim, as
consequéncias metabdlicas precoces da isquemia incluem a diminuicdo das reservas de
glicogénio e a acumulagdo progressiva de ions de hidrogénio e lactato, resultando em
acidose intracelular e inibicdo da glicolise, bem como o 4cido graxo mitocondrial e o
metabolismo de energia residual. Com um declinio substancial no ATP, a Na*/K*-ATPase
é inibida, resultando em um declinio de K* e um aumento de Na* (REIMER e IDEKER,
1987; BUJA, 2005). Além disso, todas as proteinas miocardicas com capacidade
ATPasica, aquelas responsaveis pela captacdo de calcio, podem apresentar déficits em
suas funcdes, com deterioracdo tanto da funcdo cardiaca sistolica quanto da diast6lica

(FRANCIS, 2001). o efeito combinado das vias catabdlicas acima mencionadas é uma
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carga osmética intracelular substancial que pode contribuir para o inchago das células o

que causa a ruptura do sarcolema do midcito inchado.

2.5 Inflamac&o — inicio da cicatrizacdo — consolidacdo da cicatriz

Em mamiferos adultos, o processo de reparo ocorre pela substituicdo de células
maduras onde ha formag&o de cicatriz. A cicatriz é caracterizada por fibroblastos e uma
matriz extracelular desorganizada, formada principalmente por colageno. A cicatrizacdo
constitui-se de trés fases- fase inflamatéria (0-2 dias), formacgédo de novos tecidos (5-20
dias) e um estagio de remodelamento (> 21dias) envolvendo a participacdo de muitos
genes (RUH et al., 2013). A fase inflamatdria se caracteriza por vasodilatagdo, ativacéo
de plaquetas que ativam a cascata de coagulacdo iniciando a formacdo de uma matriz de
fibrina, permitindo a migracéo celular (RUH et al., 2013).0 reparo tecidual ocorre pela
formacdo de um tecido fibroso, produzido principalmente por células como o0s
fibroblastos, denominado cicatriz, que leva a disfungédo do tecido.

A resposta inflamatoria prolongada cria um ambiente inadequado para
regeneracdo (SEGERS e LEE, 2008). Como tentativa normal de remoc¢éo dos tecidos
danificados e mortos (ex: apos o infarto do miocardio), a inflamacao pode se prolongar e
exacerbar as consequéncias injuriosas.

Os neutrofilos sdo geralmente as primeiras células a infiltrar a lesdo, contribuem,
respectivamente, para a digestdo proteolitica e fagocitose do tecido infartado e,
juntamente com os macrofagos, produzem fatores de crescimento que estimulam a
angiogénese e a fibrinogénese (SUN et al., 2002). A formacdo de novos tecidos é
caracterizada por proliferacdo e migracdo celular permitindo o inicio de cobertura da
lesdo. Na fase final, de remodelamento, ocorre uma transicdo de tecido de granulacdo em
tecidos maduros com cicatriz, o que resulta na perda de elementos contrateis e diminui a
eficicia de contracdo do tecido fibrético no miocardio sobrevivente (GASPARELO,
2009). Este processo exige a participacdo de varias enzimas proteoliticas, incluindo
metaloproteinases da matriz, responsaveis pela degradacdo do coldgeno. A quebra da rede
de colageno interfibrilar pode ter inGmeras consequéncias, tanto na arquitetura quanto na
funcdo ventricular. O processo de cicatrizacdo da area do infarto inicia-se nas bordas e
caminha em direcdo ao centro da lesdo (SIERVULI et al., 2014) e apds 21 dias da oclusdo

coronariana o processo de cicatrizagdo se torna completo (ZORNOFF et al., 2009).



2.6 Déficit mecénico pds-infarto e repercussdes na fracdo de ejecdo

O infarto é acompanhado por disfuncéo tanto sistélica como diastolica, que ja sdo
identificadas 3 horas apds a oclusdo coronariana em ratos (PFEFFER et al., 1979).
Inicialmente, a disfungdo ventricular é consequéncia da perda de tecido contratil,
secundaria ao infarto, levando a queda do volume ejetado, com aumento do volume
sistélico final e diastdlico final do ventriculo esquerdo resultando em aumento da tenséo
diastdlica e dilatacdo ventricular. A contratilidade tende a ser reestabelecida através do
mecanismo de Frank-Starling, normalizando as pressdes de enchimento ventricular numa
fase inicial (ZORNOFF et al., 2009). O tecido miocéardico viavel pode passar por
alteracbes anatomopatoldgicas caracteristicas do processo de remodelamento cardiaco
(hipertrofia, aumento da cavidade ventricular e formag@o de aneurisma), que variam de
intensidade devido a fatores estruturais (extenséo da leséo e caracteristicas do processo
cicatricial) pds-infarto.

Em situacOes de remodelamento e disfungdo ventricular, ocorre um aumento
precoce do Ca?* citosolico devido a alteracdes multifatoriais nos sistemas de transporte
no sarcolema e no reticulo sarcoplasmatico, como modificacfes dos canais-L, receptores
da rianodina, diminuicdo da atividade da calsequestrina que regulam a quantidade de
calcio ofertado as proteinas contrateis durante o processo de contracdo, bem como,
diminuicdo da calmodulina quinase, reducao na fosforilacdo da fosfolambam e reducéo
na atividade da SERCA-2 responsaveis pela maior captacdo de calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico, promovendo melhora do relaxamento (HASENFUSS et al., 1997). Em
funcéo disso, a ativagdo das proteases induzida por Ca?* causa alteragGes nas proteinas
contrateis, diminuicdo da sensibilidade ao Ca®" e comprometimento sustentado da
contratilidade apesar do Ca?* citosélico elevado (BUJA, 2005). Estes achados suportam
a ideia de que em associacdo com alteracbes nos sistemas de transporte idnico nas
membranas do sarcolema e organelas (BUJA, 1991), a funcdo reduzida do reticulo
sarcoplasmatico para acumular calcio pode refletir em uma contracéo prejudicada, com
atividade elétrica persistente causando grande defeito no acoplamento de excitacdo e
contracdo na insuficiéncia cardiaca humana.

Em condicBes de hipertrofica cardiaca ocorre diversas alteragdes na via beta-
adrenérgica, tais como, diminui¢do da concentragdo de receptores 1, aumento da
concentragdo de receptores B2, diminui¢do dos niveis de proteina Gs, aumento dos niveis

de proteina Gi e redugdo da atividade da adenil ciclase. Portanto, a exemplo do que ocorre
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com o transito de célcio, a via beta-adrenérgica provavelmente desempenha papel critico
na deterioracdo da funcdo cardiaca no coragdo remodelado (BARROS, OKOSHI e
CICOGNA, 1999).

2.7 Insuficiéncia Cardiaca Congestiva

A Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (ICC), devido ao infarto do miocérdio, é
iniciada por disfuncdo sistolica levando a diminuicdo do débito cardiaco, com
consequente diminui¢do do fluxo renal, aumentando a retengdo de sodio e agua e ao
surgimento de edemas periférico e pulmonar. Para sustentar um débito cardiaco adequado
e, consequentemente, perfusdo tecidual normal, ocorre dilatacdo das cémaras
ventriculares, com aumento da presséo de enchimento ventricular esquerda. A disfuncéo
ventricular sistolica apos o IAM tem sido extensivamente estudada em sua relagdo com
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (IC) e aumento da mortalidade (ANTONELLI
et al., 2015).

Na ICC ocorre a incapacidade do coracdo em manter o débito cardiaco necessario
ao metabolismo, ou quando a manutencao so € possivel através do aumento das pressoes
ventriculares. Quando o coracdo ndo bombeia o sangue adequadamente, uma parte dele
fica estagnada no leito venoso e capilar, fendmeno esse chamado de congestdo veno-
capilar. O aumento resultante da pressdo veno-capilar provoca distensdo venosa e
extravasamento de liquido para o intersticio, determinando um acumulo de fluido
(edema). Isto leva a ativacdo de respostas homeostaticas, como o aumento da atividade
do Sistema Nervoso Autdnomo Simpatico (SNAS) e do Sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona (SRAA), ambos vinculados a manutencdo da funcdo cardiovascular bem
como a ativagdo de respostas concernentes a regulacao hidroeletrolitica (ADAMS, 2004;
FRANCIS et al., 2001). O baixo débito estimula os baroceptores arteriais e venosos,
ativando o SNAS que, age sobre os receptores 1, promovendo o aumento da
contratilidade dos midcitos remanescentes. O SRAA, que também € a ativado pelo baixo
débito, aumenta a retencdo de sddio e agua pelos rins pelos tubulos renais. Estes
mecanismos compensatorios surgem na tentativa de compensar, na fase inicial da doenca,
a perda de outros miécitos, mantendo, assim, o débito sistélico, aumentando a frequéncia
cardiaca, a pressao diastolica final e da massa ventricular.

O recrutamento da alca neuro-humoral na ICC é idéntico ao de estados
hipovolémicos (COURNEYA e KORNER, 1991): o sistema nervoso autdbnomo
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simpatico e o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) agem no sentido de
restaurar a pressao arterial através da vasoconstricdo e da retencdo de fluidos. Porém, na
insuficiéncia cardiaca, a homeostase ndo pode ser estabelecida devido a persisténcia da
disfuncéo ventricular esquerda, e com o aumento excessivo do volume diastélico final a
performance ventricular passa a se tornar dificultada, levando ao aumento das pressoes
de enchimento e a reducdo do débito sistélico. Assim, na auséncia de uma alca de
feedback negativo, o que seria vantajoso sob o ponto de vista homeostatico, torna-se parte
de um ciclo vicioso que acaba por deteriorar ainda mais o quadro fisiopatoldgico. Sendo
assim, a manutencdo da estabilidade hemodindmica se da as custas desses mecanismos
de compensacao resulta em deformacdo na estrutura cardiaca e vascular, propiciando a
hipertrofia cardiaca e arteriolar para a qual a via final comum de todos os processos de
doenca cardiovascular irdo convergir na dilatacdo ventricular (ZORNOFF et al., 2009).

As alteracOes genéticas, estruturais e bioquimicas causadas pelo IAM resultam em
deterioracdo da capacidade funcional do coragdo a longo prazo, e consequente
aparecimento dos sinais e sintomas da IC e/ou morte subita (ZORNOFF et al., 2009). O
desenvolvimento de IC apds o IAM esta relacionado com o tamanho do infarto, a doenca
multiarterial coronariana, a eficiéncia da reperfusdo e o uso de medicacdes adjuvantes
(ANTONELLI et al., 2015). A IC apresenta em torno de 20 a 30% de prevaléncia pés-
IAM, mesmo sobre a crescente utilizacdo da revascularizacdo miocardica precoce
(NICOD et al., 1988), representando a principal causa de morbimortalidade intra-
hospitalar (GREENBERG, MCMASTER e DWYER, 1984).

2.8 Ativacdo simpatica — Importancia e consequéncia

O estudo eletrofisioldgico pode ser Util para estratificar o risco de morte subita em
pacientes com cardiopatia estrutural. O risco de morte subita ou parada cardiaca em
pacientes com IAM prévio, podem ser maior em pacientes com disfuncdo ventricular
esquerda e taquicardia ventricular (AVEZUM et al., 2004). Em modelos experimentais
utilizando cdes, quando se provoca infarto agudo, ocorre depressdo da atividade
parassimpatica, deslocando o equilibrio autondmico em favor do sistema simpatico
(SCHWARTZ, BILLMAN e STONE, 1984; SCHWARTZ et al., 1988; FARRELL et al.,
1991).

A disfuncdo autondmica pés-infarto pode ser provocada por varios mecanismos.

Areas seletivas de desnervacio parassimpatica podem ocorrer, resultando em
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hipersensibilidade as catecolaminas. Bem como, o0s distdrbios hemodindmicos
subsequentes ao infarto que aumentam a producgédo reflexa de catecolaminas com o
objetivo de manter a pressdo sanguinea diminuida pela queda do débito cardiaco
(AVEZUM et al., 2004).

O coracdo € rico em fibras simpéticas e parassimpaticas e a estabilidade elétrica
do miocardio € dependente das influéncias sinérgicas normais de ambas as divisdes do
sistema nervoso autonomo (FARRELL et al., 1991), podendo ser danificadas, ou sua
funcéo serem alterada por um IAM gerando perturbacdes na atividade neural de origem
cardiaca (SCHWARTZ et al., 1988).

A isquemia miocéardica aguda desencadeia um reflexo simpéatico cardiaco, que
desempenha um papel decisivo na génese das arritmias ventriculares precoces
(SCHWARTZ, BILLMAN e STONE, 1984). Isso demonstra a importancia da atividade
vagal como protetora contra a inducdo de arritmias ventriculares em sobreviventes de
infarto do miocardio (SCHWARTZ et al., 1988). Assim, a ativacdo de fibras aferentes
simpéticas tem o potencial de prejudicar a manutencdo vagal, facilitando assim a
ocorréncia de uma taquicardia perigosa (SCHWARTZ, BILLMAN e STONE, 1984).

A hiperatividade simpatica & deletéria ndo s6 por causa de seus efeitos
eletrofisioldgicos diretos, mas também porque produz um aumento adicional de uma
frequéncia cardiaca ja fisiologicamente elevada. Isto, por sua vez, aumenta a gravidade
da isquemia e precipita a fibrilacdo ventricular (SCHWARTZ et al., 1988).

Apo6s o IAM tanto a sensibilidade do baroreflexo quanto a variabilidade da
frequéncia cardiaca, isto é, a variacdo dos intervalos entre batimentos sucessivos ao longo
do tempo (ver com detalhes a diante), sdo deprimidas, estando associadas a um risco
aumentado de fibrilacdo ventricular e mortalidade. Sendo assim, a funcdo autondmica
desordenada pode facilitar a expressao de arritmias com risco de vida em pacientes pos-
infarto. Essa ideia deixa claro a importancia dos mecanismos subjacentes a complexa
relacdo entre o sistema nervoso autbnomo, isquemia miocardica aguda e arritmias com o

risco de vida.

2.9 Espécies Reativas do Oxigénio e Insuficiéncia Cardiaca

A hipertrofia cardiaca é frequentemente associada ao infarto agudo do miocardio
(ZAINO e TABOR, 1963; ANVERSA et al., 1986; JANSSENS et al., 2004) sendo um

processo muito importante para a compensagdo do volume de tecido perdido do
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miocardio danificado e preservacdo da funcdo cardiaca (RUBIN, FISHBEIN e SWAN,
1983). No entanto, a hipertrofia pode levar a declinio da funcéo ventricular e, finalmente,
a insuficiéncia cardiaca. O estresse oxidativo mediado por espécies reativas de oxigénio
(EROs) desempenha papel importante na patogénese do reparo/remodelamento do
miocardio ap6s IM (HILL e SINGAL, 1996; KHAPER et al., 2003; GRIEVE et al., 2004;
LU, QUINN e SUN, 2004; LOOQI et al., 2008), podendo induzir a liberag&o de citocinas
pré-inflamatorias, apoptose de cardiomidcitos (HARE, 2001), fibrogénese (POLI e
PAROLA, 1996) e hipertrofia cardiaca (NAKAGAMI, TAKEMOTO e LIAO, 2003).

Essa hipertrofia € mediada em parte pela via da angiotensina 1l (Ang I1), que
aumenta a sintese de proteinas contrateis (SUTTON e SHARPE, 2000). Apds infarto ha
aumento da atividade do sistema nervoso autbnomo simpético (LEE, LAl e CHANG,
2010; CHAN et al., 2015), que leva ao aumento na producdo de catecolaminas pela
medula da suprarrenal. A liberacdo aumentada de noradrenalina contribui direta e
indiretamente para a resposta hipertrofica, por meio da ativacdo dos adrenorreceptores p1
no aparelho justaglomerular induzindo a liberacdo de renina, o que aumenta a producao
de Ang Il, estimulo importante para a hipertrofia no miocardio ndo infartado
(LINDPAINTNER etal., 1993; SUTTON e SHARPE, 2000) sendo essa resposta mediada
por receptores AT1 (BUSCHE et al., 2000).

O aumento dos niveis de espécies reativas do oxigénio (EROs), bem com o déficit
de antioxidante e 0 aumento na expressdo de NADPH oxidase, observados apos infarto
do miocérdio, estdo diretamente envolvidos nas mudancas estruturais e funcionais que
ocorrem durante o desenvolvimento e progressdo do remodelamento cardiaco (FUKUI et
al., 2001; GRIEVE et al., 2004; LOOI et al., 2008). O aumento da EROs pode ser um
mecanismo subjacente comum pelo qual niveis altos na circulacdo ou tecido de Ang-II
levar ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca, no entanto esta resposta é inibida pelo
tratamento com antioxidantes (NAKAGAMI, TAKEMOTO e LIAO, 2003). O tratamento
antioxidante crénico suprime o estresse oxidativo cardiaco e atenua o remodelamento
ventricular, preservando parcialmente a funcdo ventricular esquerda e melhorando a
sobrevida em animais com IAM experimental (KINUGAWA et al., 2000; SIA et al.,
2002; SIA, PARKER, TSOPORIS et al., 2002).

Sendo assim, a inibicdo da producdo de EROs pode também reduzir a
remodelamento adverso e melhorar a funcdo contractil do ventriculo esquerdo,
apresentando um potencial terapéutico para o tratamento da insuficiéncia cardiaca crénica
(GRIEVE et al., 2004).
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2.10 Espécies Reativas do Oxigénio e a Fisiologia Cardiovascular

Todos os organismos aerobicos geram espécies reativas de oxigénio (EROs ou
ROS, do inglés: reactive oxygen species), moléculas que contém oxigénio e que sdo
caracterizadas pela sua alta reatividade quimica. As ERO incluem os radicais livres (OH
com um ou dois elétrons ndo-pareados) como os superoxidos (O2:--) e 0s radicais
hidroxilicos (OH-) e as espécies ndo-radicais como o peréxido de hidrogénio (H20-)
(BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006; FERREIRA e MATSUBARA, 1997).
Fisiologicamente, a geracdo das EROs é contraregulada pela atividade dos sistemas
antioxidantes enzimaticos, como a superoxido dismutase (SOD), catalase e a glutationa
peroxidase (GPX), e outras moléculas como a peroxiredoxina, thioredoxina/thioredoxina
redutase etc., e sistemas ndo enzimaticos como as vitaminas C e E, que tamponam ou
reduzem os niveis das ERO mantendo com isso um balango redox apropriado nas células
e tecidos (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006). Em condi¢des fisioldgicas do
metabolismo humano e de animais ocorrem producdes de espécies reativas de oxigénio e
de nitrogénio. Alteracdes nesse balanco normal, seja pelo aumento na geracao das ERO
ou pela diminuicdo da reserva dos sistemas antioxidantes, levam a um estado conhecido
como: estresse oxidativo, onde as moleculas biologicas e as membranas aumentam a
suscetibilidade de reagir com as EROs (BARBOSA et al., 2010).

Os potenciais sitios de geracdo de ERO no sistema cardiovascular incluem:
mitocéndria (IDE et al., 2001), NADPH oxidases (MURDOCH et al., 2006), 6xido nitrico
sintases desacopladoras (MASANO et al., 2008), xantina oxidase (ENGBERDING et al.,
2004).

No entanto, foi demonstrado recentemente que ERO podem exercer efeitos
modulatdrios na célula (CAVE et al., 2006). Primeiro, a regulacdo fina na producédo de
ERO pode modular a atividade de diversas moléculas intracelulares e vias de sinalizacédo
e entdo regular as alteracfes agudas e cronicas altamente especificas do fendtipo celular,
0 mecanismo conhecido como: “sinaliza¢do redox.” Segundo, a interagdo do O2:- com a
molécula sinalizadora 6xido nitrico (NO), leva tanto a reducdo na biodisponibilidade
quanto a geragdo de outra espécie reativa: peroxinitrito (ONOO--), que por sua vez, tem
atividade bioldgica. A inativacdo do NO pelas ERO é um mecanismo chave para explicar
a disfungdo endotelial, que por sua vez, € um importante contribuidor para a fisiopatologia

de doencas cardiovasculares (CAVE et al., 2006). Assim, ERO podem exercer desde um
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amplo espectro de atividades fisiologicas importantes até outras deletérias sendo, neste
caso, espécies reativas perigosas responsaveis pela destrui¢do celular oxidativa (CAVE
et al., 2006).

2.11 Estresse Oxidativo no Infarto do Miocéardio

Essas espécies reativas apresentam importantes funcdes biolégicas como na
defesa do sistema imune contra um agente invasor. A maquinaria celular dispde de um
eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio redox.
Entretanto, durante desequilibrios homeostaticos, a producdo exagerada de espécies
reativas acarreta no desencadeamento do estresse oxidativo, no qual o desequilibrio entre
0 sistema pro e antioxidante com o predominio das espécies reativas oxidantes podem
gera danos teciduais com destruicdo do DNA celular, assim como podem promover
peroxidacdo de lipideos de membranas e peroxidacao de proteinas.

Tradicionalmente, o estresse oxidativo foi considerado ser universalmente
deletério, resultado da oxidacdo e destruicdo, induzida por radicais livres, de
macromoléculas, de membranas e do DNA (POULSEN, PRIEME e LOFT, 1998;
VALKO et al., 2004). Por exemplo, a normalizacdo da oferta de oxigénio durante a
reperfusdo sanguinea miocardica apds uma isquemia prolongada é acompanhada por
producdo exagerada de radicais livres que traz consequéncias deletérias tais como
aceleracdo da morte celular por apoptose e necrose (FRANCISCHETTI et al., 2010;
SILVEIRA e PROCIANQY, 2005).

Espécies reativas de oxigénio influenciam varios componentes do fenotipo de
falha cardiaca, incluindo funcdo contractil, fibrose intersticial, disfuncdo endotelial e
hipertrofia de midcitos. Nox2 e Nox4 oxidases parecem ser ativadas de um modo
especifico e afetam diferentes componentes da resposta hipertréfica geral, dependendo
do estimulo (MURDOCH et al., 2006).

ERO sdo bem conhecidos pelos seus efeitos destruidores por meio de interacdes
ndo especificas com proteinas, lipideos de membranas, mitocéndria e 0o DNA. Tais efeitos
sdo importantes na insuficiéncia cardiaca e apds a reperfusdo coronariana apds a isquemia
miocardica (GIORDANO, 2005). No entanto, em baixos niveis a producédo especifica de
ERO (em particular de H20», que é relativamente estavel e difusivel) pode mediar a
modulacdo reversivel da atividade de inimeras enzimas, proteinas, canais iénicos, e

fatores de transcricdo e, portanto, tem agdes importantes na sinalizagio redox (DROGE,
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2002; SHAH e SAUER, 2006). Além disso, evidéncias clinicas e experimentais suportam
0 importante papel do estresse oxidativo e dos EROs no remodelamento cardiaco e
insuficiéncia cardiaca (GIORDANO, 2005). Por exemplo, marcadores de estresse
oxidativo estdo elevados em pacientes com insuficiéncia cardiaca e se correlaciona com
a disfuncéo cardiaca e insuficiéncia cardiaca (MCMURRAY et al., 1993; MALLAT et
al., 1998; VALGIMIGLI et al., 2004). Aumento na producdo de ERO foi descrito
diretamente no coracdo insuficiente utilizando para isso métodos extremamente
especificos como a espectroscopia de ressonancia elétron spin (IDE et al., 2000; SAM et
al., 2005). Portanto, as vias de sinalizagdo redox est&o envolvidas no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca, fibrose, remodelamento da matriz, e apoptose (FILOMENI e
CIRIOLO, 2006; HEINEKE e MOLKENTIN, 2006; BERK, FUJIIWARA e LEHOUX,
2007; SWYNGHEDAUW, 1999) e varios estudos experimentais sugerem que a
abordagem antioxidante pode atenuar essas condi¢des patologicas (KINUGAWA et al.,
2000; SIA et al., 2002; SIA, PARKER, LIU et al., 2002; SIA, PARKER, TSOPORIS et
al., 2002; SHIOMI et al., 2004).

2.12 NADPH Oxidases no Infarto do Miocardio

Existem evidéncias significativas, tanto em nivel experimental como clinico, que
suportam o importante papel do estresse oxidativo na génese do remodelamento cardiaco
pos-infarto (HILL e SINGAL, 1996). O estresse oxidativo devido a formacéo de perdxido
de hidrogénio levando a peroxidacéo lipidica e oxidacdo do grupo sulfidrico durante a
isquemia-reperfusdo parece ser um dos mecanismos que podem produzir defeitos de
membrana e resultar em sobrecarga de calcio intracelular e disfuncéo contratil cardiaca
no miocardio atordoado (DHALLA et al., 1999). Animais infartados apresentam aumento
dos niveis de perdxido de hidrogénio e peroxidacdo de lipideos e reducdo na taxa de
glutationa oxidase (GSH/GSSG) no tecido cardiaco (DE CASTRO et al., 2014).

Além disso, ja foi demonstrado que diminuicdo da geracdo de ERO seja ela
farmacolégica ou por meio de manipulacdo genética (superexpressdao de enzimas
antioxidantes enddgenas, por exemplo), é capaz de atenuar os efeitos deletérios do
remodelamento cardiaco no modelo de infarto do miocéardio experimental (KINUGAWA
et al., 2000; SHIOMI et al., 2004; SIA, PARKER, TSOPORIS et al., 2002).

Dados obtidos de estudos utilizando o modelo de infarto do miocérdio em ratos e

outros que utilizaram coracdes obtidos de pacientes que morreram de infarto do miocérdio
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mostraram que existe aumento na expressao de Nox2 tanto em células inflamatorias como
em cardiomiocito (FUKUI et al., 2001; KRIJNEN et al., 2003).

Estudos mais recentes utilizando camundongos geneticamente modificados
sugerem envolvimento direto da Nox2 no remodelamento cardiaco pés-infarto do
miocardio. Por exemplo, embora o tamanho do infarto (produzido pela oclusdo
permanente da artéria coronaria esquerda) seja similar entre camundongos wild type
(controle) e knockout para Nox2 tanto 24 horas como quatro semanas pos-infarto, os
animais geneticamente modificados apresentaram maiores fracdo de encurtamento e de
ejecdo bem como menores dilatagdo ventricular, hipertrofia e fibrose intersticial no
ventriculo esquerdo comparados ao controle (LOOI et al., 2008). Em outro estudo,
utilizando dessa vez animais knockout para p47phox, embora o tamanho do infarto
também ndo tenha sido diferente entre os grupos controle e knockout, a dilatacéo
ventricular e a disfuncéo contratil global foram significativamente menores nesse ultimo
grupo quando comparado ao controle. Os animais knockout para p47phox também
apresentaram menor taxa de apoptose dos cardiomiocitos e maior sobrevida em relacao
ao controle. Esses estudos demonstraram as primeiras evidéncias do papel da Nox2 no
remodelamento cardiaco pds-infarto do miocardio e sugerem que 0s sistemas das Noxs
podem ser alvos terapéuticos importantes para o tratamento do infarto do miocardio no

futuro.

2.13 Papel da N-acetilcisteina no Infarto do Miocardio

O tratamento antioxidante cronico tem se mostrado suprimir o estresse oxidativo
cardiaco, atenuando o remodelamento ventricular, ¢ melhorando a fun¢ao ventricular
esquerda em ratos ou camundongos com infarto do miocérdio experimental.

A N-acetilcisteina (NAC), por exemplo, ¢é utilizada terapeuticamente em varios
ramos da medicina e apresenta elevada seguranca farmacologica (LEE, LAl e CHANG,
2010). O efeito benéfico do NAC pode ser creditado ao seu potencial antioxidante, direta
e indiretamente, reabastecendo os niveis de glutationa (SOCHMAN, 2002). NAC é
prontamente hidrolisada a cisteina, um precursor da glutationa (GSH), que por sua vez, é
sintetizada em duas etapas envolvendo as enzimas y-glutamilcisteina ligase e y-
glutamilcisteina sintetase (a enzima limitante do processo) (BURGUNDER, VARRIALE
e LAUTERBURG, 1989; MEISTER, 1994). Esta via torna a funcéo da NAC mais ampla

do que somente sua funcdo direta de antioxidante, i.e., “tamponante” dos ERO. Alias, a
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constante de reacdo de antioxidagdo de radicais livres da NAC é varias ordens de grandeza
inferior a de enzimas antioxidantes como a catalase e a superoxido dismutase (ARUOMA
et al., 1989; JONES et al., 2003). Portanto, a agdo “tamponante” de radicais livres ndo
deve ser a mais importante para explicar seu efeito antioxidante in vivo.

No entanto, o uso de NAC em cardiologia ainda esta em debate, uma vez que 0s
efeitos benéficos observados em estudos com animais ndo foram completamente
reproduzidos em estudos clinicos (PEKER et al., 2008; BRAUNERSREUTHER e
JAQUET, 2012).

Embora estudos prévios tenham demonstrado efeito cardioprotetor da NAC na
atenuacéo do efeito da injaria de reperfusdo em infarto agudo do miocardio (CECONI et
al., 1988; MATEJIKOVA et al., 2009), ndo se sabe se existe efeito benéfico similar sobre
a modulagdo autonémica, portanto, em tratamentos a longo prazo. Em um dos poucos
estudos utilizando NAC em observacdes cronicas, Lee e colaboradores (2010),
demonstraram que o tratamento de ratos infartados (pela oclusdo permanente da artéria
coronaria esquerda) com NAC, mas ndo com as vitaminas C ou E, foi capaz de diminuir
a hiperinervagdo simpatica e portanto reduzir as arritmias cardiacas induzidas por
programacdo elétrica. Os autores especulam ainda que o efeito benéfico deve ter sido
gerado pela via NAC-glutationa, impedindo a expressao de NGF (do inglés: nerve growth
factor), uma vez que os outros antioxidantes utilizados foram desprovidos deste efeito.
Embora esse estudo tenha sido bem conduzido apresentando resultados relevantes, ndo
houve qualquer demonstracdo funcional para corroborar os resultados bioguimicos e

estruturais.

2.14 Estudo da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC)

O estudo da VFC é um método que nos permite analisar as flutuagdes que ocorrem
durante periodos curtos ou prolongados (24h), tendo a vantagem de possibilitar uma
avaliacdo ndo invasiva e seletiva da funcdo autondmica. Este tipo de analise granjeou
muita atencdo, principalmente pelo estabelecimento da forte e independente relacdo entre
VFC e mortalidade pés-IAM (BIGGER et al., 1991; KLEIGER et al., 1987).

As chamadas medidas no dominio do tempo sdo indices obtidos de um registro
continuo de eletrocardiograma (ECG), a partir do qual determina-se a dispersdo da
duracdo dos intervalos entre complexos QRS normais, isto é, resultantes de

despolarizacdo sinusal (Tabela 1). Os varios indices propostos para mensuragdo da VFC
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no dominio do tempo podem ser derivados de calculos aritméticos, estatisticos ou
geométricos (histograma R-R). Tendo em vista a importdncia das doencas
cardiovasculares, é de extrema relevancia o aprofundamento no conhecimento dos seus

mecanismos fisiopatolégicos.

Tabela 1. Defini¢do dos indices do dominio do tempo da variabilidade da frequéncia cardiaca

indices  Unidade Definic&o
RR médio ms Média de todos os intervalos RR normais
SDNN ms Desvio padréo de todos os intervalos RR normais
SDNNi ms Média dos desvios padrdes dos intervalos RR normais calculados em

intervalos de 5 minutos
SDANN ms Desvio padrdo das médias dos intervalos RR normais calculados em
intervalos de 5 minutos
RMSSD ms Raiz quadrada da soma das diferengas sucessivas entre intervalos RR
normais adjacentes ao quadrado
PNN50 % Percentual de intervalos RR normais que diferem mais que 50 ms de

seu adjacente

(Fonte: DA SILVA SOUZA et al., 2013)

Os componentes da BF e AF sdo medidos em unidades absolutas de poténcia
(milissegundos ao quadrado, ms?) ou podem ser representados em valores relativos a
poténcia total menos o componente de MBF, também conhecido como unidade
normalizada (UN). A relacdo entre a poténcia de BF e de AF (BF/AF) pode ser
considerada uma medida de equilibrio simpato-vagal (AKSELROD et al., 1985;
LOMBARDI et al., 1987; MALLIANI et al., 1991; MORAES e FERLIN, 1992).

A maioria dos trabalhos utiliza as faixas de AF e BF como indicadores de VFC,
provavelmente devido ao maior conhecimento de seus componentes autonémicos.
Entretanto, os sinais de menores frequéncia (< 0,04 Hz, faixas de MBF e UBF)

correspondem a maior parte da densidade espectral (Figura 1).
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Figura 1. Grafico representativo das quatro faixas principais que comp8em a poténcia total de uma analise
espectral obtida de um Holter 24h em seres humanos. Observar que as faixas UBF e MBF sdo
proporcionalmente maiores que as de AF e BF (Fonte: DOS REIS et al., 1998).

Como as medidas de VFC no dominio do tempo e de frequéncia sdo apenas
métodos diferentes de avaliar o mesmo fendmeno, tem sido possivel demonstrar uma
correlacdo entre alguns indices dos dois dominios (STEIN et al., 1994). Por exemplo, 0
SDNN, ao avaliar o desvio padrédo de todos os intervalos RR do tragado de 24h apresenta
uma correspondéncia com a poténcia total do espectro de frequéncia, ou seja,
variabilidade total. Por outro lado, 0 pNN50 e 0 RMSSD, por considerarem diferencas
entre intervalos R-R adjacentes, quantificam variacGes rapidas da frequéncia cardiaca
(FC) e, consequentemente, correlacionam-se com o componente de alta frequéncia do
espectro de poténcia. E importante ressaltar que a magnitude dos componentes do
espectro de poténcia reflete a modulacdo autonémica (maior diferenca entre ativacdo e
inibicdo fisioldgica) e ndo o grau de atividade ténica do sistema nervoso autbnomo (média
da atividade flutuante que existe entre a ativacao e inibicdo) (MALIK e CAMM, 1993b).
Por exemplo, diminuicdo da densidade do componente de AF, que ocorre durante a
mudanca da posicdo de decubito para a ortostatica, significa diminuicdo da modulacéo
parassimpatica com diminuicdo concomitante da atividade tonica vagal (Figura 4). Por
outro lado, em situacdes onde o sistema parassimpatico esta estimulado intensa e
continuamente, como durante aumentos da pressao arterial com fenilefrina, a frequéncia

cardiaca diminui e pode sofrer menor influéncia do efeito da respiracéo e da modulagéo
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parassimpética da VFC. Nestas condi¢des, o0 componente de AF, ou seja, a modulacéo
vagal diminui em vigéncia de atividade tonica aumentada (MALIK e CAMM, 19933).

A VFC também pode ser avaliada através das medidas no dominio de frequéncia.
Estas medidas sdo derivadas da analise da densidade do espectro de poténcia que descreve
a distribuicdo da densidade (variancia) em funcdo da frequéncia. Em outras palavras, a
analise espectral decompfe a variabilidade total da frequéncia cardiaca em seus
componentes causadores, apresentando-os segundo a frequéncia com que alteram a
frequéncia cardiaca. Independentemente do método utilizado para célculo da densidade
espectral (transformacdo répida de Fourrier ou modelo autorregressivo), delimitam-se
normalmente quatro faixas de frequéncias distintas, ilustradas na Figura 3: 1) alta
frequéncia (AF: 0,15 a 0,40 Hz), modulada pelo sistema nervoso parassimpatico e gerado
pela respiracdo (FURLAN et al., 1990); 2) baixa frequéncia (BF: 0,04 a 0,15 Hz),
modulada tanto pelo simpéatico quanto pelo parassimpatico (CHESS, TAM e
CALARESU, 1975; SAUL et al, 1990). Esta, ja foi correlacionada ao sistema
barorreceptor e termorregulador (KITNEY, 1980) a atividade periférica vasomotora e ao
sistema renina-angiotensina (AKSELROD et al., 1985; MALIK e CAMM, 1993Db); 3)
muita baixa frequéncia (MBF; 0,01 a 0,04 Hz) tem sido proposta como um marcador de
modulacdo simpéatica (MALIK e CAMM, 1993a), embora isto ainda ndo esteja bem
definido; 4) ultra baixa frequéncia (UBF: 10-5 a 10-2 Hz), onde sua correspondéncia
fisiologica ainda permanece obscura (MALIK e CAMM, 1993a).
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Figura 2 - Exemplo de tacograma (graficos A e B) e das curvas de anélise espectral com suas diferentes
faixas de repouso em posicdo supinada e apds teste de inclinacdo (tilt test). A andlise espectral realizada
através do método auto-regressivo de cada situagdo (repouso e tilt test) é apresentada nos graficos C e D.
(Adaptado de: Heart rate variability. Standards of measurement, physiological interpretation, and clinical
use. Task Force of the European Society of Cardiology and the North American Society of Pacing and
Electrophysiology, 1996).
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2.15 Disfuncdo Autondmica Cardiaca no Infarto do Miocardio Clinico e

Experimental

A diminuicdo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) representa um
importante fator prognostico para o surgimento de eventos cardiacos em individuos
previamente sadios (TSUJI et al., 1996) e em portadores de cardiopatias (BIGGER et al.,
1991; PIPILIS et al., 1991; PRINCIP et al., 2016). Uma vez que também foi relatado que
0 infarto afeta o sistema nervoso autdbnomo, suas alteracbes podem ser detectadas
monitorando a VFC (KORPELAINEN et al., 1994). Apo6s infarto agudo do miocéardio
(IAM), a redugdo da VFC constitui um fator de risco independente para arritmias e
mortalidade (FARRELL et al., 1991; KLEIGER et al., 1987; AIRES et al., 2017). AVFC
tem sido usado em seres humanos como uma ferramenta progndstica porque um alto tonus
simpatico apés o infarto € um marcador de baixa evolugdo e aumento da mortalidade
(VALENTINI e PARATI, 2009). Esta diminuicdo da VFC estd relacionada a
hiperatividade adrenérgica e diminuicdo da atividade parassimpatica cardiaca
encontradas ao longo da convalescéncia do IAM (CASOLO et al., 1992; AIRES et al.,
2017). Existem evidéncias experimentais de um efeito protetor da estimulacdo vagal
sobre a vulnerabilidade elétrica ventricular e taxa de sobrevivéncia melhorada (VANOLI
et al.,, 1991; LI et al., 2004) correlacionando o aumento da atividade simpatica ao
desenvolvimento de arritmias letais (LEE, LAl e CHANG, 2010). Entretanto, a
diminuicdo da VFC, também, se correlaciona com o aumento da incidéncia de eventos
cardiacos isquémicos novos em individuos normais (TSUJI et al., 1996) e com
mortalidade causada por insuficiéncia cardiaca em pacientes ap6s IAM (KLEIGER et al.,
1987; PIPILIS et al., 1991), sugerindo a existéncia de outros mecanismos além da

modulacdo elétrica, que poderiam explicar a relacdo entre VFC e mortalidade.

H& muito tempo ja se sabe que a inibi¢do do efeito adrenérgico cardiaco, com o
uso de betabloqueadores, é capaz de reduzir a mortalidade de pacientes apds 1AM
(HJALMARSON et al., 1981; PEDERSEN, 1985; YUSUF et al., 1985). Também ja foi
demonstrado que a angiotensina Il inicia um mecanismo de feedback positivo que conduz
a elevacdo da regulacéo do receptor de tipo 1 da angiotensina I, que sdo encontrados em
todo o sistema nervoso central e sdo expressos em alto grau em areas do hipotalamo e da
medula, que regulam a saida simpatica (ALLEN et al., 1998), levando a inibi¢ao do éxido

nitrico e ao aumento da producdo de EROs através da acdo da NADPH oxidase,
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consequentemente induzindo um aumento da saida simpatica e progressdo na
insuficiéncia cardiaca (LI et al., 2006; ZUCKER et al., 2009; KISHI et al., 2010;
OGAWA et al., 2011).

Entretanto, em relacdo a diminuicdo da atividade parassimpética, apesar das
evidéncias experimentais (KLEIGER et al., 1987; BIGGER et al., 1991) de sua relevancia
clinica apds IAM (BIGGER et al., 1991; SCHWARTZ, LA ROVERE e VANOLLI, 1992),
ainda ndo existem comprovac@es cientificas solidas que demonstrem a contribuicdo da
estimulacdo colinérgica para a diminuicdo da mortalidade neste grupo de pacientes.

Surpreendentemente, ndo existem muitos estudos em nivel experimental,
utilizando a ferramenta da analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca em
modelos de insuficiéncia cardiaca, como aquele induzido pela oclusdo permanente da
artéria coronaria esquerda em ratos. Henze et al., (2008) demonstraram, nesse modelo,
que somente 0s ratos que apresentaram insuficiéncia cardiaca grave, e ndo aqueles que
desenvolveram disfungdo cardiaca moderada, desenvolveram alteragdes autonémicas
similares aquelas descritas em pacientes humanos graves: diminuicéo da sensibilidade do
barorreflexo e dos componentes AF e BF na analise espectral. Os autores ainda
especularam que a auséncia de taquicardia associada ao fato da ndo observacdo do
aumento em BF pode ser explicada pela insensibilidade do coracdo infartado em
responder a regulagcdo autondmica normal. Apesar da evidéncia de recuperacao gradual
do equilibrio autonémico normal no coracao apos Ml (AIRES et al., 2017) poucos estudos
focaram nos efeitos do tratamento com NAC na VFC apés o IM. Estudos futuros de
variabilidade e analise espectral nesse modelo serdo imperativos para esclarecer o padrdo
de regulacdo autondmica no coracdo infartado produzido por ligadura da artéria

coronaria.
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3. JUSTIFICATIVA

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as doengas cardiovasculares lideram
as causas de morte no mundo. Dentre essas doencas, a hipertrofia ventricular constitui um
indicador de grande relevancia no risco de morbidade e mortalidade cardiovascular.
Segundo Framingham Heart Study, os individuos que apresentam hipertrofia ventricular,
diagnosticada por alteracGes eletrocardiogréficas, apresentam risco de morte seis vezes
maior que a populacdo em geral (KANNEL et al., 1983; WHO, 2016). No Brasil, 0
panorama nao € diferente, as doencas cardiovasculares lideram o ranking de morte em
nosso pais (GODQY et al., 2007; DATASUS, 2015).

Doengas isquémicas graves assim como processos hipertensivos, relacionados
principalmente ao estresse e a ma alimentagéo, juntamente com o tabagismo e alcoolismo,
ttm sido os grandes causadores das doencgas cardiovasculares (World Health
Organization, 2016). Considerando ainda a atual limitagdo farmacoldgica para o
tratamento da ICC (BEER et al., 2007), a busca por novas estratégias terapéuticas mais
eficazes, baseadas em estudos pré-clinicos, tem granjeado muita atencdo da comunidade
médica e cientifica.

Tendo em vista a importancia das doencas cardiovasculares, é de extrema
relevancia o aprofundamento no conhecimento dos seus mecanismos fisiopatolégicos.

Assim, o presente estudo tem o objetivo perspicuo, € importante para aprofundar
os estudos sobre a fisiopatologia do infarto, 0 maior mal do século 21, visando preencher
algumas lacunas da literatura na éarea da fisiopatologia do infarto do
miocardio/insuficiéncia cardiaca, tais como: o possivel potencial da N-acetilcisteina
como terapia alternativa futura para o infarto do miocardio experimental na
progressao/gravidade da doenca. Vale ressaltar, que o referido farmaco possui baixo custo

e é amplamente utilizado para outros fins terapéuticos com insignificantes efeitos toxicos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos Gerais

Avaliar o papel do tratamento com N-acetilcisteina sobre a funcdo cardiaca,

modulacéo autondmica e o estresse oxidativo no infarto do miocéardio experimental.

Investigar o possivel papel do fator de crescimento neuronal (NGF) no aumento
da resposta autonémica simpéatica poés-infarto, bem como o possivel papel da N-
acetilcisteina na modulagao nesse processo.

4.2 Objetivos especificos

» Avaliar a modulagéo autondmica, o estresse oxidativo no coragéo e relacionar

esses achados com o remodelamento e fungéo cardiaca de ratas infartadas;
« Avaliar o papel do tratamento com N-acetilcisteina nas alteracGes do balango
simpato-vagal, no estresse oxidativo e na funcao cardiaca de ratas submetidas ao infarto

do miocérdio experimental;

« Estudar a influéncia do tratamento com N-acetilcisteina na expressdo de NGF

em coracdes de ratas infartadas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Todos os procedimentos utilizados nesse estudo estdo de acordo com as normas e
principios éeticos preconizados pela do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (Concea) e foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no uso de
Animais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, sob o nimero: 015/2015 (vide
Anexo 1). O presente estudo também se adequa plenamente ao Guide for the Care and
Use of Laboratory Animnals (NHI Publicagdo nimero 85-23, revisado 1996).

Foram utilizados neste estudo ratos Wistar (fémeas) pesando entre 200 e 250g,
obtidos do Biotério de Criagdo do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCFis — ICBS
— UFRRJ), mantidos em caixas coletivas (contendo 4 a 5 animais cada) no Biotério de
Manutengdo do DCFis (ICBS — UFRRJ), ciclo claro-escuro de 12/12 horas (luz acesa
entre as 06:00 e as 18:00 horas), temperatura de 22 + 2°C, e com acesso ad libitum a agua
e aracao.

A escolha do género no presente estudo se baseou principalmente na escassez de
estudos com fémeas infartadas e a maioria dos estudos epidemioldgicos que examinam
morbidade e mortalidade por doenca arterial coronariana baseiam-se no sexo masculino,
e seus resultados tém sido extrapolados para a populacédo feminina (PIMENTA, 2001).
No entanto, devido a varios fatores, como variacao ciclica de parametros bioldgicos e o
desvio para formacdo de matrizes, as ratas sdo menos utilizadas na experimentacao
cientifica. Por outro lado, considerando aspectos concernentes ao dimorfismo sexual, é
imperativo que se intensifiquem estudos em ratas pela razao perspicua de sua importancia
para 0 melhor conhecimento da fisiopatologia do infarto do miocardio, considerado o
principal representante das doencas arteriais coronarianas, €, por conseguinte, o
estabelecimento de estratégias terapéuticas mais especifica futuramente. Por fim, a alta
demanda de ratos machos para a utilizacdo em pesquisa associada a recomendacao de
otimizacdo no emprego de animais para uso cientifico (reducédo ao maximo no nimero de
animais) preconizada pelos 6rgaos de regulamentacdo também fundamentam de forma

importante a escolha do género neste estudo.

Os animais tiveram seu ciclo estral avaliado regularmente antes do inicio dos

experimentos para possivel deteccdo de eventuais fémeas ndo ciclando (em anestro) e
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foram manuseados diariamente durante a semana anterior aos experimentos para
minimizar a possivel variagdo nos dados bioldgicos concernentes ao género feminino e o

estresse inespecifico respectivamente

5.2 Avaliagdo anatomohistopatologica - Avaliagdo indireta da insuficiéncia

cardiaca

Os pesos do coracdo, pulmdes e figado foram obtidos (em mg) e normalizados
pelo peso corporal dos animais (em g) no momento da necrépsia. Desta forma obtivemos
0s pesos relativos do coracao, pulméo e figado respectivamente. O aumento do peso do
coracdo foi considerado hipertrofia ao passo que o0 aumento de peso do pulméo e do figado
foram considerados edema periférico devido a insuficiéncia cardiaca esquerda e direita
respectivamente (OLIVARES et al., 2004; OLIVARES et al., 2007; ARAUJO et al.,
2009).

5.3 Técnica da Producéo do Infarto Cicatrizado do Miocéardio

O infarto experimental em ratos foi obtido como descrito por Johns e Olson,
(1954) e Selye et al., (1960) e modificado pelo nosso grupo de pesquisa (OLIVARES et
al., 2004; OLIVARES et al., 2007; TRINDADE et al., 2007). Assim, durante a anestesia
com gas isoflurano 2% em um fluxo de 1L/min de oxigénio (UNIDOX, Brasil-RJ), 0s
animais foram fixados em uma pequena mesa cirurgica de madeira revestida por férmica
em decubito dorsal e em seguida ventilados por meio de um ventilador (Bomba
Respiratoria, Insight — Equipamentos, Pesquisa e Ensino — Ribeirdo Preto/SP). Apds a
certificacdo de que o animal estava em plano anestésico desejado, pela verificacdo da
perda de reflexos protetores, analgesia e sedacdo, os animais foram submetidos ao
procedimento cirdrgico.

A cirurgia iniciou-se com incisdo da pele em nivel para-esternal esquerdo de
aproximadamente 1 cm de comprimento e localizada a 1 cm da linha esternal média, na
juncdo dos tercos inferior e médio da distancia entre a clavicula e o rebordo costal. Em
seguida, os mausculos peitorais maior e menor foram dissecados objetivando a
visualizacdo do gradil costal esquerdo. Neste momento, foi procedida uma sutura em
plano tnico e em “bolsa” da pele e dos musculos da regido, deixando o n6 aberto até o

término da cirurgia para minimizar o pneumotorax que ocorre em seguida. Com o auxilio
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de uma pinga hemostética (Kelly reta) foi feita a incisdo entre 0 4° ou 5° espago intercostal
esquerdo, através do qual o coracdo foi exteriorizado por meio de uma suave compressao
manual toracica direita. Ap0s a localizacdo da artéria coronéria esquerda (geralmente sob
a auricula esquerda), a mesma foi ligada com fio de seda 6-0 0 mais préximo possivel de
sua origem na aorta. Em seguida o coracédo foi recolocado rapidamente em sua posicao
anatdmica original e o nd da sutura em bolsa foi finalmente fechado. Em alguns casos foi
necessario suporte ventilatdrio através de um pequeno ambi manufaturado, com o intuito
de estimular os movimentos respiratorios espontaneos.

No caso do grupo controle (animais falso-operados) o procedimento foi
semelhante, excetuando a etapa de ligadura da artéria coronaria. Neste caso, o fio de
sutura foi passado pelo musculo cardiaco sem promover o nd cirurgico.

Apos a recuperagdo da anestesia, isto €, animais exibindo atividade motora
espontanea e deambulacdo normais, os mesmos foram reconduzidos ao biotério e
mantidos com &gua e racdo ad libitum e cuidados diarios para a verificacdo de possiveis

problemas pos-cirargicos, como decéncia de sutura, morte dos animais, dentre outros.

5.4 Registro Eletrocardiografico (ECG)

O ECG foi realizado ap0s a colocacao de dois eletrodos de aproximadamente 1,5
colocados em nivel precordial, um no hemitorax esquerdo e outro no direito (ambos a
aproximadamente a 3 cm da linha esternal), sobre a pele previamente tricotomizada em
toda a extensdo toracica, sob anestesia (como descrita para o infarto do miocardio). Para
a geracdo das séries temporais, batimento a batimento, o registro foi obtido do software
de aquisicdo eletrocardiografico do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFRRJ
(Acknowledgement, versdao 3.8.1 — ADInstruments) e convertido em formato .txt e
exportado para outro software (Kubios HRV, versédo 2.2).

Posteriormente, foi realizada a contagem dos picos R-R sucessivos em um
intervalo de 10 minutos, gerando a série temporal em pontos de 100 ms usando uma
frequéncia de interpolacdo de 10 Hz. Antes do célculo da densidade do poder espectral,
0s segmentos foram inspecionados visualmente para a deteccdo de segmentos de ruidos
para que 0os mesmos pudessem ser desprezados da analise. As séries interpoladas foram
divididas em segmentos de 512 pontos (51,2 s). O espectro de poténcia foi obtido com
uma decomposicdo rapida baseada no método de Fourier que requer intervalos iguais de
tempo, e integrados em bandas de baixa (BF: 0,20 — 0,75 Hz) ou alta (AF: 0,75 — 3,0 Hz)
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frequéncias, e a janela Hamming (Método de Welch: 256 pontos (duracdo 25,6 s), 50%
de sobreposicdo e resolucdo de 0,039 Hz) foi utilizada para minimizar os efeitos
secundarios (AUBERT et al., 1999, 2009, PEREIRA-JUNIOR et al., 2006, 2010).

Apo6s a deteccdo do pico da onda R, foram gerados tacogramas de 10 minutos
contando todas as flutuacdes cardiacas dentro deste periodo de tempo. No dominio do
tempo, os indices obtidos foram os seguintes: média do intervalo RR, desvio padrdo dos
intervalos RR (SD), raiz quadrada das diferencas da media quadrada dos intervalos
sucessivos RR (RMSSD) e percentagem de intervalos sucessivos RR em diferencas
superiores a 5 ms (pPNN50). Para analise espectral da VFC (dominio da frequéncia), os
tacogramas foram redimensionados para intervalos iguais pelo método de interpolacdo
clbica, a 10 Hz, e a tendéncia linear foi removida. A poténcia (ms?) foi estimada como a
area sob o espectro dentro dessas amplitudes de frequéncia (AUBERT et al., 1999, 2009,
PEREIRA-JUNIOR et al., 2006, 2010). A medida relacdo BF/AF foi realizada para
estudo do balango entre o SNA simpatico e parassimpatico.

5.5 Registro Ecodopplercardiografico (ECO)

Para a realizacdo do ecocardiograma, os animais foram anestesiados com gas
isoflurano igual ao procedimento do infarto, tricotomizados na regido do precérdio e
examinados com o aparelho Vevo 770® High-Resolution Imaging System (VisualSonics,
Ontério, Canada) com transdutor de 30 MHz. Os cortes ecocardiograficos obtidos
seguirdo a nomenclatura descrita pela Sociedade Americana de Ecocardiografia (ASE) e
descrito por Sahn, Demaria e Kisslo (1978). O animal foi colocado em decubito dorsal
ou lateral esquerdo e as imagens longitudinais, transversais, e apicais sequencialmente
obtidas. Estas foram gravadas em CD-ROM e posteriormente realizadas as analises e a
digitalizacdo das imagens representativas de cada animal.

O objetivo do uso de tal ferramenta foi analisar a geometria cardiaca e a fungéo
sistélica e diastolica do ventriculo esquerdo. A analise da geometria cardiaca foi feita por
meio da utilizacdo do modo bidimensional para a mensuracdo da area das cavidades
ventriculares direita e esquerda ao final da diastole em corte transversal no nivel dos
musculos papilares. A analise ecodopplercardiografica foi realizada por um dnico
observador experiente da técnica, o qual desconhecia a procedéncia dos animais quanto

aos grupos experimentais pertencentes (experimentador “cego”).
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Todas as analises foram medidas em milimetros. A determinagdo da funcédo
sistdlica do ventriculo esquerdo foi estabelecida através da anélise da fracdo de ejecdo a
qual foi calculada pelo método de Simpson. Este método consiste na delimitacdo, com
auxilio de um cursor, de toda a cavidade ventricular esquerda em sistole e em diéstole de
quatro cortes transversais (da base ao apice) e um longitudinal (da saida da aorta ao apice).
O aparelho entdo calcula automaticamente o volume sistolico e o volume diastélico final
fornecendo a fragdo de eje¢do. Os animais foram avaliados ao final do protocolo de
tratamento, e todos foram avaliados no periodo entre 08 e 12:00 horas. Os parametros
ecocardiograficos avaliados e que serdo mostrados na sessao dos resultados foram entéo:

1. Geometria do ventriculo esquerdo:
a) VDF: volume diastolico final (ul);
b) ERPP: espessura relativa da parede posterior.

2. Medida indireta do processo congestivo:

a) Relagdo AE/Ao: relacdo entre os didmetros internos do atrio esquerdo e da aorta.

3. Funcao Diastdlica:

a) Relacdo E/A — relacdo entre a velocidade maxima da onda E e a velocidade maxima
da onda A. Como observado em estudos anteriores, 0s animais que apresentam valores
acima de 3,0 sdo classificados como padrao de enchimento ventricular “restritivo”
(LITWIN et al., 1994; TANAKA et al., 1996; HOIT et al., 1997; OLIVARES et al.,
2004).

4. Funcéo Sistolica:

a) Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FE%) pelo método Simpson (BEL et al.,
2003; YOSHIYAMA et al., 2004);

b) Fracdo de Encurtamento de Area — (FEA %).
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5.6 Avaliacéo do estresse oxidativo e dos sistemas de defesas antioxidantes

5.6.1 Preparo do homogenato e fracionamento do tecido cardiaco (regido apical)

Para a realizagdo das mensuragOes das atividades das enzimas antioxidantes,
150miligramas do tecido cardiaco foi homogeneizado através do Turrox com 900 pL do
tampao de lise Tris-HCI 100mM em pH 7,4 acrescidos com inibidores de proteases
(aprotinina 1 pg/mL e fluoreto de fenilmetanossulfonilo, PMSF 1mM). Apds a
homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 720g a 4°C durante 10 minutos. Apés
a centrifugacao o sobrenadante foi coletado e utilizado como 0 homogenato proteico total,
no qual as concentracdes de proteinas foram mensuradas pelo método de Bradford.

Para a avaliacdo de geracdo de perédxido de hidrogénio, 100 miligramas de tecido
cardiaco foi homogeneizado utilizando o Turrox em 900 puL de tampao H (Fosfato de
sodio 50mM, pH7,2 + EGTA 1mM + Sacarose 0,25M + DDT 0,5mM), acrescido de
inibidores de proteases (aprotinina 5 pg/mL e PMSF 34,8 mg/mL). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 120009 a 4°C durante 10 minutos. Apos a centrifugacéo,
0s sobrenadantes foram coletados e centrifugados novamente a 100000g a 4°C durante
35 minutos. Os sobrenadantes foram descartados apds a segunda centrifugacéo, e o pellet
foi ressuspendido em tampdo A2 (Fosfato de sodio 50mM, pH 7,2 + MgCl 2mM +
Sacarose 0,25M), acrescido de inibidores de proteases (aprotinina 5 pg/mL e PMSF 34,8
mg/mL), caracterizando a fracdo microssomal das amostras.

Tanto o homogenato total, quanto a fracdo microssomal foram estocados a -80°C
até serem utilizados para os ensaios de atividades de enzima antioxidantes e a producdo

de H202, respectivamente.

5.6.2 Producéo de H20;

A geragéo de H.O; foi quantificada na fracdo microssomal do tecido cardiaco pelo
ensaio Amplex-red/Peroxidase de raiz forte (HRP) (Molecular Probes, Invitrogen), que
detecta a acumulacdo de um produto oxidado fluorescente. As fracfes microssomais das
amostras foram incubadas em tampdo fosfato de sodio 150 mM, pH 7,4 contendo
superdxido dismutase (SOD) (100 U/mL, Sigma), HRP (0,5 U/mL, Roche), Amplex red
(50 uM, Molecular Probes), EGTA 1 mM, e a fluorescéncia foi imediatamente medida

emum leitor de microplacas (Victor X5, PerkinElmer) a 30°C, utilizando excita¢do a 530
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nm e emissao a 595 nm. A producgédo de H202 foi quantificada utilizando curvas de
concentragdes padrdo. A atividade enzimatica especifica foi expressa como nanomoles

de H202 por miligrama de proteina por hora (nmol.mg.h™?).

5.6.3 Atividade da Enzima Catalase (CAT)

Neste experimento a atividade da enzima catalase foi determinada pelo método
descrito por Aebi. Nesse método €é possivel mensurar através do espectrofotémetro a
velocidade de decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H202) pela enzima catalase
presente na amostra do tecido cardiaco.

Para a avaliacdo da atividade catalase, as amostras foram adicionadas em 1 mL de
tampao fosfato 50 mM, pH7,0 mais EDTA 1 mM com H20, 15 mM. A leitura foi
realizada pelo espectrofotdometro na faixa de 240 nm durante 60 segundos, observando a
queda de absorbéncia dado o consumo de H>O>. Uma unidade de CAT corresponde a
atividade da enzima necessaria para o consumo de 1 pumol de H.O2 em 1 min, sendo 0s

valores expressos em mmol.min-t.mL2,

5.6.4 Atividade da Enzima Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada utilizando o método descrito por Crapo,
McCord e Fridovich (1997). A sua atividade é mensurada atraves da inibicdo da reducéo
do citocromo C a 37°C pelo superdxido O2°". Nesta reacéo, a enzima xantina oxidase atua
sobre a xantina gerando O2°". Esse anion age sobre o citocromo C, reduzindo o Fe+3 a
Fe+2, que pode ser visualizada espectrofotometricamente a 550 nm, que é o comprimento
de onda relativo ao pico de absorbancia do citocromo C — Fe+2. A SOD capturao 02°*,
inibe a formacéo de Fe+2, podendo ser acompanhada na curva. Essa curva foi monitorada
por 5 minutos. Nesse ensaio, uma unidade de atividade é definida como a quantidade de
enzima que promove 50% de inibicao de reducdo do citocromo C a 37°C em pH 7,8. O
meio reacional foi composto de 50 pM de xantina, 20 uM de citocromo C, 10 uM de
cianeto de potéassio (para inibir outras peroxidases) e um volume variado do homogenato
em tampao fosfato de potassio 50mM, EDTA 0,1mM, pH 7,8. A reacéo foi iniciada com

adicdo de xantina oxidase a concentracdo final de 8 muU.
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5.6.5 Atividade de glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada pelo método de Wendel (1981) que utiliza o
peroxido de tertbutila como substrato da reacdo, ocorrendo a oxidagdo da glutationa
(GSH) pela GPx gerando sua forma oxidada (GSSH), que é convertido em GSH pela
glutationa reduutase, consumindo assim nessa reacdo uma molécula de NADPH, a qual
pode ser acompanhada em espectofotdmetro a 340 nm. O meio da reagdo foi composto
de tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7, EDTA 1mM, glutationa redutase 0,24 U/mL,
GSH 0,5 mM e NADPH 0,15 mM. A reacdo foi iniciada com a adicdo do peroxido de
tertbutila 1,2 mM e acompanhada por 5 minutos. Os valores foram expressos por umoles

de NADPH oxidado por mg de proteina por minuto (umol.mg *.min™%),

5.6.6 Quantificacdo do grupamento tiol

As amostras musculares, imediatamente apos a homogeneizacéo, foram avaliadas
quanto ao dano oxidativo, determinado pela medicdo de tiois reduzidos. Os tiois
reduzidos totais foram determinados utilizando DTNB. Os residuos de tiol reagem com
DTNB, clivando a ligacdo dissulfureto para dar 2-nitro-5-tiobenzoato (NTB-), que se
ioniza no NTB2-dianion em agua a pH neutro e alcalino. NTB2- foi quantificado em um
espectrofotémetro (Hitachi U-3300) medindo a absorvanciaa 412 nm e foi expresso como
nmol de DTNB reduzido / mg de proteina (ELLMAN, 1959).

5.7 Avaliacdo da expressao do fator de crescimento neural (NGF) por gqRT-PCR

Avaliacdo da eficiéncia dos primers desenhados (Invitrogen) para os alvos de
interesse: curva de diluicao seriada (1:5) da amostra, com o gradiente de concentracao
variando de 25 ng/pL a 0,2 ng/uL. As diferentes concentracdes de amostra foram
amplificadas por qRT-PCR em um mix contendo:

7.5 uL de Power SYBR® Green PCR Master Mix

0,6 pL da mistura de primers senso e reverso a 10 uM

6,9 pL de amostra diluida em agua
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A ciclagem de temperaturas foi: uma etapa inicial de 50°C por 2 minutos e 95°C
por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto para
todos os primers, no equipamento Applied Biosystems® Viia™ 7 Real-Time PCR System.
A analise da curva padréo foi usada no calculo da eficiéncia; E=10¢Y519-1 Primers com
eficiéncias de amplificacdo entre 90 e 100% foram consideradas ideais para o ensaio com
as amostras controle e experimentais.

Andlise da expressdo relativa: o cDNA das amostras foi diluido a 5 ng/pL e 1 pL
foi utilizado na reacdo de amplificagdo juntamente com 7,5 puL de Power SYBR® Green
PCR Master Mix, 0,6 puL da mistura de primers senso e reverso a 10 uM e 4,9 uL de dgua.
Amostras foram amplificadas em duplicata nas temperaturas validadas no experimento
de eficiéncia.

Controle endogeno: Gapdh

Método de analise: método 2-44¢t

Lista com as sequéncias dos primers:

Primer | Senso Reverso
NGF | AGTGTCAGTGTGTGGGTTGG | TCTCTACAGGATTCGGGGCT
Gapdh | CCATCAACGACCCCTTCATT | GACCAGCTTCCCATTCTCAG

33



6. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

6.1 Procedimento Experimental

Ratos Wistar fémeas foram infartados (IM) (n = 20) ou falso-operados (SH) (n =
20) no “dia zero” e 24 horas apos a cirurgia foram submetidos ao ECG para a confirmacéo
da eficacia do procedimento (ver topico seguinte). Em seguida as ratas foram subdivididas
em dois grupos para o tratamento com salina (SAL) ou N-acetilcisteina (NAC) por
gavagem (250 mg/Kg/dia, n = 10/grupo constituindo os quatro grupos: SH-SAL = 10,
SH-NAC =10, IM-SAL =10 e IM-NAC = 10.

Quatro semanas apds a cirurgia, os animais foram submetidos aos exames
ecocardiografico para a avaliacdo da funcdo/geometria cardiaca. No dia seguinte aos
exames, 0s animais foram submetidos a eutanasia por decapitacdo, coleta de sangue e
remocdo dos orgaos (coracdo, pulméo e figado) para a pesagem e obtencdo dos pesos
relativos cardiaco, pulmonar e hepético. O coracdo foi fatiado com o auxilio de uma
lamina em trés regibes: 1. Regido apical, para a avaliacdo da atividade das NADPH
oxidases, 2. Regido mediana (em nivel dos musculos papilares), para a histologia e
planimetria da area de infarto e 3. Regido basal para o estudo de biologia molecular por

meio de gPCR. A Figura 5 ilustra o desenho experimental.

Infarto do miocardio
experimental 4 semanas de tratamento por gavagem
N=40 (fémeas) com N-acetilcisteina (250mg/Kg/dia) 24h apoés Eutanasia
DIA ZERO ou veiculo (salina 0,9%) Estudo post-mortem
\
: |
1° semana 24h apos a Cirurgia ECG - Variabilidade
adaptagio no ECG Ecocardiograma
laboratorio

Figura 3: Protocolo experimental de tratamento com o antioxidante N-acetilcisteina nas alteragdes
morfofuncionais cardiacas em animais infartados.
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6.2 Critérios de exclusao

Todos os animais operados objetivando a produgdo do infarto do miocardio
experimental foram submetidos ao ECG para a confirmacdo da eficacia do procedimento
24 horas ap0s a cirurgia. Aqueles animais que ndo apresentaram onda Q na derivacao
bipolar D1, foram retirados do estudo. Estudos prévios do nosso grupo mostraram que
esse parametro eletrocardiografico é patognomdnico para o infarto do miocardio em ratos
(MIRANDA et al., 2007; OLIVARES et al., 2004; OLIVARES et al., 2007). Os animais
controle (falso-operados, sham) foram submetidos ao mesmo protocolo. Nesse estudo, a
mortalidade trans e pos-cirdrgica ficou em torno de zero e 40% nos grupos sham e
infartado respectivamente. Todas as mortes ocorreram nos primeiros 10-20 minutos
(maioria) ou em até seis horas (minoria) apds as cirurgias. A percentagem de animais que
ndo apresentavam onda Q no ECG, isto é, aqueles onde se objetivou realizar o infarto,
mas que efetivamente ndo ocorreu, foi em torno de 20%. Nesse caso, 0s animais tambem

foram excluidos do estudo.

A Complexo QRS positivo

B

jkﬁllr'-/rjlhlll‘f-;ﬂ- -‘II "_/‘r'/‘--‘l ‘,f-ﬁ--_'i‘ "-./_/L_'I \_./_/I.--'l f

), |

Complexo Q5 negativo

Figura 4 — Eletrocardiogramas representativos obtidos em um animal néo infartado (A) e outro infartado
(B) 24 horas ap6s a cirurgia. Note que apenas o animal infartado apresenta o complexo QRS na forma de
“QS”. Embora tenha havido tentativa de oclusdo de corondria esquerda durante o procedimento cirtrgico,
ndo houve éxito no mesmo, como sugere o padréo eletrocardiografico acima (A). Nesse caso, 0 animal (A)
foi descartado do estudo.
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6.3 Anélises Estatisticas

A andlise estatistica foi utilizada para a comparacdo dos resultados apresentados
pelos grupos experimentais. Para tanto, utilizamos a analise de variancia univariada ou
bivariada (ANOVA) seguida de teste de comparacdo multipla de Tukey ou Bonferroni
quando indicado. Para as avaliagdes qualitativas do tipo sim ou néo o teste exato de Fisher
foi utilizado. Em todos os testes, o0 grau minimo de significancia considerado foi 95% (P
< 0,05) ou 99% (P < 0,01). Todos os célculos foram realizados no computador através do
programa GraphPad Prism® (Graphpad software, Inc., San Diego, USA). Os valores

foram descritos como média + SEM (erro padrao da média).
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7. RESULTADOS

7.1 Anatomohistopatologia

A Figura 7 mostra que houve aumento significativo do peso cardiaco relativo nos
animais infartados tratados com salina (IM-SAL) comparado ao seu controle (SH-SAL)
(5.15+0.19 vs.3.81 + 0.15 mg/g, respectivamente, P < 0,01, Figura 5). Curiosamente, 0sS
animais infartados tratados com NAC ndo apresentaram aumento nesse parametro em
relagio ao seu controle (P > 0,05), porem foi significativamente menor quando
comparado ao grupo IM-SAL (5.15 + 0.93 vs. 4.22 + 0.34 mg/g, respectivamente, P <
0,05, Figura5). Este dado sugere que o tratamento com NAC evitou a hipertrofia cardiaca

induzida pelo IM.
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Figura 5: Peso Cardiaco Relativo de animais Sham (SH) e Infartados (IM) tratados durante 28 dias com N-
acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). **P < 0,01 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle SH-
SAL; #P < 0,05 diferenca significativa em relagéo ao grupo IM-SAL.

Em relacdo ao peso pulmonar relativo, foi observado o mesmo padrdo do peso
cardiaco relativo. Enquanto no grupo de animais infartados (IM-SAL) houve aumento
comparado ao seu controle (SH-SAL) (8.26 £ 1.4 vs. 5.54 £ 0.75 vs. 6.60 = 1.34 mg/g,
respectivamente, P < 0,01), o mesmo ndo foi observado nos animais infartados tratados
com NAC (IM-NAC) em relacdo ao infartado tratado com salina (IM-SAL, P > 0,05)
(Figura 6).

Esses dados sugerem que o tratamento com NAC também foi efetivo em evitar

(atenuar) a instalacdo do processo congestivo nos animais infartados.
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Figura 6: Peso Pulmonar Relativo de animais Sham (SH) e Infartados (IM) tratados durante 28 dias com
N-acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). **P < 0,01 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle
SH-SAL; #P < 0,05 diferenca significativa em relagdo ao grupo IM-SAL.

N&o houve nenhuma diferenca significativa no peso hepatico relativo em nenhum
dos grupos avaliados, P > 0,05. Esses dados corroboram varios estudos na literatura que
ndo descrevem alteragdes neste parametro nesse modelo de infarto, provavelmente por se
tratar de um modelo de insuficiéncia cardiaca congestiva esquerda (FISHBEIN,
MACLEAN e MAROKO, 1978a; SPADARO et al., 1980).

7.2. Estresse Oxidativo

Quanto a geragdo de H20», foi observado aumento no grupo IM-SAL quando
comparado ao seu controle (SH-SAL) (43.49 £ 3.47 vs. 30.93 * 1.61, respectivamente, P
< 0,05). No entanto uma diminuicao foi observada nos animais infartados tratados com
NAC (IM-NAC) comparado aos animais infartados nao tratados (IM-SAL) (30.47 £ 1.16
vs. 43.49 + 3.47, respectivamente, P < 0,05, Figura 7).
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Figura 7: Geracdo de H.O; de animais Sham (SH) e Infartados (IM) tratados durante 28 dias com N-
acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). *P < 0,05 diferenca significativa em relagdo ao grupo controle SH-
sal; #P < 0,05 diferenca significativa em relagéo ao grupo IM-SAL.

A atividade da Superoxido Dimutase (SOD) aumentou somente no grupo IM-
NAC em relacdo ao seu controle SH-NAC (25.21 + 0.82 vs. 22.06 = 0.36,

respectivamente, P < 0,05, Figura 8).
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Figura 8: Atividade da Superdxido Dimutase (SOD) de animais Sham (SH) e Infartados (IM) tratados
durante 28 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). *P < 0,05 diferenca significativa em relacéo
ao grupo controle SH-NAC.

Néo foi observado nenhuma alteracéo significativa na atividade da catalase em
nenhum dos grupos (Figura 9).
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Figura 9: Atividade da Catalase (CAT) de animais Sham (SH) e Infartados (IM) tratados durante 28 dias
com N-acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). P > 0,05.

Ao avaliar a atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi observado diminuigéo
no grupo IM-SAL comparado ao seu controle SH-SAL (96.13 £ 3.73 vs. 131.5 £ 5.68,
respectivamente, P <0,01), assim como entre IM-NAC e SH-NAC (178.8 £ 7.23 vs. 136.5
+ 5.11, respectivamente, P < 0,01, Figura 10). No entanto, ao comparar 0S grupos
infartados (IM) foi observado um aumento da atividade da GPx no grupo tratado com
NAC quando comparado com o grupo SAL (136.5 + 5.11 vs. 1315 * 5.68,
respectivamente, P < 0,01), assim como nos animais sham (SH) (178.8 + 7.23 vs. 96.13
+ 3.73, grupo SH-NAC e SH-SAL respectivamente, P < 0,01, Figura 10).
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Figura 10: Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx) de animais Sham (SH) e Infartados (IM) tratados
durante 28 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). **P < 0,01 diferenca significativa em relacdo
ao grupo controle SH; #P < 0,01 diferenca significativa em relagdo ao grupo IM-SAL.
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Foi observada também reducédo da atividade do TIOL reduzida entre IM-SAL e
SH-SAL (60.93 + 7.02 vs. 92.13 + 6.71, respectivamente, P < 0,01, Figura 11). No
entanto, houve aumento significativo desse pardmetro no grupo IM-NAC quando
comparado ao IM-SAL (84.61 +5.62 vs. 60.93 + 7.02, respectivamente, P < 0,05, Figura
11).
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Figura 11: Atividade do TIOL de animais Sham (SH) e Infartados (IM) tratados durante 28 dias com N-
acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). **P < 0,01 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle SH-
SAL; *P < 0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo IM-SAL.

7.3. Ecodopplercardiografia

A variavel VDF (ul) demonstrou aumento estatistico significativo nos animais
IM-SAL ao comparar com SH-SAL (364.8 + 36.80 vs. 239.8 + 29.26, respectivamente, P
< 0,05, Figura 12). Nao houve diferenca significativa para essa variavel entre os animais
infartados (IM) e sham (SH) tratados com NAC (P > 0,05) (Figura 12).
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Figura 12: Volume Diastdlico Final (VDF) do ventriculo esquerdo de animais Sham (SH) e Infartados (1M)
tratados durante 28 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). *P < 0,05 diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle SH-sal, VDF = volume diastélico final.

Quanto a Espessura Relativa da Parede Posterior (ERPP) do ventriculo esquerdo
apresentou reducdo significativa no grupo IM-SAL quando comparado ao SH-SAL (0.43
+0.01vs. 0.62 + 0.04, respectivamente, P < 0,01, Figura 13). Curiosamente, foi observado
diferenca oposta entre os grupos tratados com NAC sobre a ERPP, em que IM-NAC
apresentou aumento significativo quando comparado ao seu controle (SH-NAC) e a IM-
SAL (0.95 £ 0.02 vs. 0.68 £ 0.06 vs. 0.62 + 0.04, respectivamente, P < 0,01, Figura 13).
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Figura 13: Espessura Relativa da Parede Posterior (ERPP) do ventriculo esquerdo de animais Sham (SH) e
Infartados (IM) tratados durante 28 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). **P < 0,01 diferenga
significativa em relacdo ao grupo controle SH; #P < 0,05 diferenca significativa em relagdo ao grupo IM-
SAL. ERPP = espessura relativa da parede posterior.

A relacdo entre os didmetros internos do atrio esquerdo e da aorta (Relacdo

AE/A0) aumentou significativamente no grupo IM-SAL comparado ao seu controle (SH-
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SAL) (1,35 £ 0.06 vs. 1,03 + 0.02, respectivamente, P < 0,01, Figura 14). No entanto, ao
comparar o grupo IM-NAC com IM-SAL foi observada resposta oposta com diferencga
significativa nesse parametro (1.0 + 0.02 vs. 1.35 + 0.09, respectivamente, P < 0,05,
Figura 14).
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Figura 14: Avaliacdo do processo congestivo através da relacdo AE/Ao de animais Sham (SH) e Infartados
(IM) tratados durante 28 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). **P < 0,01 diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle SH-sal; *P < 0,05 diferenca significativa em relagdo ao grupo
IM-SAL. AE = atrio esquerdo; Ao = artéria aorta.

Esses dados em conjunto sugerem efeitos benéficos do tratamento com NAC
sobre o0 remodelamento cardiaco e sua consequente repercussdo hemodinamica. Dessa
forma, a NAC alterou o remodelamento cardiaco no sentido da conservacdo do DDF
(evitando a dilatacdo da camara ventricular esquerda) e propiciou aumento da espessura
da parede posterior em termos relativos. Provavelmente, esses efeitos evitaram a
instalacdo do processo congestivo sugerido pela analise do peso relativo do pulméo e da
relacdo AE/Ao.

Para avaliar se as alteraces na geometria cardiaca induzidas pelo tratamento com
NAC nos animais infartados pudessem refletir na funcdo cardiaca, parametros relativos
as funcdes diastolica e sistolica foram estudadas e apresentadas a seguir.

A funcdo diastdlica do ventriculo esquerdo, avaliada por meio da Relacdo E/A,

ndo houve diferenca significativa em nenhum dos grupos avaliados, P > 0,05 (Figura 15).
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Figura 15: Relacdo entre as velocidades maximas das ondas E e A (Relagdo E/A) de animais Sham (SH) e
Infartados (IM) tratados durante 28 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). P > 0,05.

Por outro lado, em relacdo a fungdo sistdlica, o grupo IM-SAL apresentou
diminuicdo significativa, no paradmetro FEA(%), comparado ao seu controle SH-SAL
(42.79 £ 2.14 vs. 56.70 = 2.01 %, respectivamente, P < 0,01, Figura 16). N&o houve

nenhuma diferenca significativa entre as fémeas infartadas e sham tratadas com NAC.
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Figura 16: Fracdo de Ejecdo Atrial (FEA) de animais Sham (SH) e Infartados (1M) tratados durante 28 dias
com N-acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). **P < 0,01 diferenga significativa em relacdo ao grupo
controle SH-SAL.

Ao avaliara a fracdo de ejecdo pelo método de Simpson, os animais IM-SAL
apresentaram piora (reducdo) da Fracdo de Ejecdo comparado ao seu controle (SH-SAL)
(46.63 £ 3.51 vs. 79.21 * 1.87 %, respectivamente, P < 0,01, Figura 17). No entanto o
grupo IM-NAC apresentou melhora comparado ao IM-SAL (63.00 + 3.76 vs. 46.63 £
3.51 %, respectivamente, P < 0,05, Figura 17).
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Figura 17: Fracdo de Ejecdo de animais Sham (SH) e Infartados (IM) tratados durante 28 dias com N-
acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). **P < 0,01 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle SH-
SAL; #P < 0,05 diferenca significativa em relagéo ao grupo IM-SAL.

Portanto, considerando os resultados relativos a funcdo cardiaca, pode-se sugerir
que os efeitos da NAC sobre o remodelamento cardiaco foram importantes para
determinar a manutencdo da fungdo cardiaca e, portanto, um estado compensado
adaptativo nesses animais o que deve ter propiciado melhor estado hemodinamico,

sugerido por parametros indiretos.

7.4. Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Na avaliacdo dos resultados da VFC no dominio do tempo, houve um aumento da
FC no grupo IM-SAL comparado a SH-SAL (225.4 + 6.82 vs. 172.3 + 3.58,
respectivamente, P < 0,01). Porém, o grupo IM-NAC demonstrou FC significativamente
menor comparado ao IM-SAL (157.0 £ 6.84 vs. 225.4 £ 6.82, respectivamente, P < 0,01,
Figura 18-A).

No parametro RMSSD foi observado reducdo significativa no grupo IM-SAL
comparado ao seu controle SH-SAL (38.41 £ 1.46 vs. 81.67 + 7.04, respectivamente, P <
0,01, Figura 18-B). Por outro lado, o grupo IM-NAC apresentou aumento significativo
nessa variavel quando comparado com os grupos IM-SAL e SH-NAC (104.5 + 5.01 vs.
38.41 £ 1.46 vs. 86.04 + 4.98, respectivamente, P < 0,01, Figura 18-B). No entanto,
nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre os grupos (P > 0,05), no parametro
PNN50 (%) (Figura 18-C).
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Figura 18: Frequéncia cardiaca (A) e variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo avaliada
em termos de RMSSD (B) e pNN50% (C) de animais Sham (SH) e Infartados (IM) tratados durante 28 dias
com N-acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL). *P < 0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle
SH-SAL; **P < 0,01 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle SH-SAL; #P < 0,01 diferenca
significativa em relagdo ao grupo IM-SAL.

A avaliacdo dos resultados da VFC, no dominio da frequéncia, foi observado que
0 grupo IM-SAL aumentou significativamente BF, expressos e unidades normalizadas
(UN), em relacdo ao seu controle (62.85 + 3.98 vs. 45.00 + 3.72, respectivamente, P <
0,01). Por outro lado, o grupo IM-NAC reduziu significativamente BF comparado ao IM-
SAL (39.06 £4.16 vs. 62.85 * 3.98, respectivamente, P < 0,01, Figura 19-A). Ao observar
o parametro AF (UN) verificou-se diminuicdo no grupo IM-SAL em relacdo ao seu
controle (37.04 + 3.97 vs. 54.82 + 3.71, respectivamente, P < 0,01), e aumento de AF no
grupo IM-NAC quando comparado aos grupos IM-SAL e SH-NAC (60.24 + 4.06 vs.
37.04 £ 3.97 vs. 44.27 + 5.71, respectivamente, P < 0,01, Figura 19-B). Ja o balanco
simpato-vagal, representado pela razdo BF/AF, foi significativamente menor no grupo
IM-NAC guando comparado com IM-SAL e SH-SAL (0.7541 + 0.13 vs. 3.166 £+ 0.46 vs.
1.219 + 0.20, respectivamente, P < 0,01, Figura 19-C).
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Figura 19: Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia de animais Sham (SH) e
Infartados (IM) tratados durante 28 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL) avaliados em termos
de espectro de baixa frequéncia (BF em UN, A), alta frequéncia (AF em UN, B) e a razdo BF/AF (C). *P
< 0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle SH-SAL; **P < 0,01 diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle SH-SAL; #P < 0,01 diferenca significativa em relagéo ao grupo IM-SAL.

7.5. Expressao do fator de crescimento neural (NGF)

Com o objetivo perspicuo de investigar o possivel aumento da expressdo de NGF
no coracao de ratas infartadas que pudessem explicar, pelo menos em parte, 0 aumento
da modulacdo simpatica pds-infarto, bem como, o possivel papel da NAC na modulacéo
em nivel transcricional deste fator de crescimento, uma vez que o tratamento com NAC
diminuiu a resposta simpatica pos-infarto, procedeu-se o estudo da expressao de NGF por
RT-PCR 28 dias apds as cirurgias.

A Figura 20 mostra os resultados do RT-PCR para NGF em todos 0s grupos.

Como observado na Figura 20, houve aumento significativo (P < 0,01) da expressdo de
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NGF 28 dias apos o infarto no grupo IM-SAL em relacdo ao controle (SH-SAL) (3.7 +
0.3 vs. 1.0 £ 0.3, respectivamente, P < 0,01).

Ainda na Figura 20 observa-se que o tratamento com NAC no grupo infartado
(IM-NAC) foi efetivo em evitar esse aumento, uma vez que ndo houve diferenga
significativa nos valores deste grupo quando comparado ao seu controle (SH-NAC, P >
0,05) e diminuicdo significativa neste grupo em relacdo ao infartado tratado com veiculo
(IM-SAL) (1.8 £ 0.6 vs. 3.7 £ 0.3, respectivamente, P < 0,05).
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Figura 20: Expressao de NGF (numero de vezes maior que a expressao do grupo SH-SAL) por RT-PCR de
animais Sham (SH) e infartado (IM) tratados durante 28 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou salina (SAL).
**P < 0,01 diferenca significativa em relagdo ao grupo SH-SAL; #P < 0,05 diferenca significativa em
relacdo ao grupo IM-SAL.
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8 DISCUSSAO

Uma vez que a perda de cardiomiocitos € um mecanismo importante no
desenvolvimento de remodelamento miocardico e insuficiéncia cardiaca (ZHAO et al.,
2004), o peso cardiaco aumentado indica o desenvolvimento de hipertrofia no miocardio
nao infartado (ANVERSA et al., 1986). Estimulos extracelulares tais como a tenséo
mecanica, neurohormonios, ou citocinas tém sido bem reconhecidos para promover a
hipertrofia dos mi6citos (ZORNOFF et al., 2009). Estudos demonstraram ainda que estes
estimulos extracelulares podem mediar a hipertrofia dos cardiomidcitos através do
estresse oxidativo (ZHAO et al., 2009). No presente estudo o tratamento com N-
acetilcisteina durante 28 dias por via-oral foi capaz de evitar a hipertrofia
cardiaca/dilatacdo maladaptativa nos animais infartados, esses resultados estdo de acordo
com estudos anteriores que mostraram que diminuicdo do estresse oxidativo cardiaco,
pode atenuar o remodelamento ventricular e melhorar a fungdo ventricular esquerda em
ratos ou camundongos com IM experimental (KINUGAWA et al., 2000; SIA,
LAPOINTE, PARKER et al., 2002; SIA, PARKER, LIU et al., 2002).

As disfuncdes ventriculares que acontecem no infarto do miocardio podem
desenvolver aumento das pressdes de enchimento ventricular e consequentemente,
ocasionar a congestdo pulmonar e hepéatica (BOCCHI et al., 2009; MONTERA et al.,
2009). A analise dos pesos relativos e absolutos desses érgéaos na literatura descreve a
relacdo da congestdo pulmonar e/ou hepética nos quadros de insuficiéncia cardiaca,
servindo como um parametro indireto de avaliacdo para essa patologia (KIRIAZIS et al.,
2002; SCHMIDT-OTT e ASCHEIM, 2006). Os nossos resultados apresentaram aumento
no indice pulmonar nos animais infartados e o tratamento com NAC durante 28 dias foi
capaz de atenuar a resposta de congestdo. No entanto, no peso relativo do figado nao
houve quaisquer alteracGes entre 0s grupos demonstrando que este modelo de
insuficiéncia cardiaca ndo é capaz de promover congestao direita e que a dose (250mg/Kkg)
e 0 tempo de administracdo (28 dias) de NAC também ndo foram capazes de influenciar
esta variavel.

Uma vez observado tais alteracdes na morfologia cardiaca, verificou-se qual seria
seu impacto sobre parametros morfoldgicos e funcionais do coracdo. Realizou-se para
tanto o exame ecodopplercardiografico afim de avaliar as alteracBes cardiacas
relacionadas com a geometria do ventriculo esquerdo, a funcao diastdlica e sistolica bem

como o processo congestivo. Quando se avaliou a geometria cardiaca em termos relativos,
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ou seja, promovendo a relagdo entre a espessura relativa da parede posterior (ERPP) e 0
volume diastolico final (VDF), ambos do ventriculo esquerdo, observou-se que o
parametro VDF pelo método Simpson, apresentou um aumento do volume nos animais
infartados, esses dados estdo de acordo com a literatura que mostra que ap6s o infarto ha
uma dilatacdo ventricular (ANVERSA et al., 1986; LITWIN et al., 1994; PFEFFER e
BRAUNWALD, 1990; SUTTON, SHARPE, 2000; WARREN et al., 1988). No entanto,
a NAC nédo impediu a dilatagdo nos animais infartados.

Curiosamente, quando se avaliou a morfologia da camara ventricular esquerda em
termos relativos, i.e., a espessura relativa da parede posterior (ERPP), houve alteragcdes
diametralmente opostas nos animais infartados tratados com NAC e infartados tratados
com salina. Enquanto nos animais infartados salina, houve diminui¢do, no grupo infartado
tratado com NAC observou-se aumento neste parametro apds 28 dias de tratamento.
Segundo um principio fisico amplamente estudado em Fisiologia Cardiovascular, a “lei
de Laplace”, a pressao distensora (P) em um objeto oco e distensivel ¢ igual, no equilibrio,
a tensdo na parede (T) dividida pelos dois principais raios da curvatura do objeto (rl e
r2). Assim:

P=T(Url+ 1/r2)

Nessa equacdo, P é em realidade, a pressdo transmural, isto é, a pressao de um
lado da parede menos a do outro lado. Em uma esfera, rl = r2 entdo P = 2T/r. Em um
cilindro, como o vaso sanguineo, um dos raios é infinito, entdo: P = T/r.

Portanto, em coracdes dilatados, quando o raio da cémara cardiaca esta
aumentado, desenvolve-se uma tensdo maior pelo miocardio para desenvolver uma dada
pressdo; consequentemente um coracao dilatado precisa realizar um trabalho maior do
que um coracdo ndo dilatado. Neste contexto, o grupo tratado com NAC exibiu vantagens
sobre o grupo infartado ndo tratado, pois, com a reducdo do didmetro diastélico e a
manutencdo da espessura da parede ventricular posterior, provavelmente, menor trabalho
foi dispensado para a realizacdo de uma determinada pressdo. Isto em conjunto, pode
explicar, pelo menos parcialmente, o melhor desempenho funcional observado. Contudo,
um estudo hemodinamico, por meio de cateterizacdo do ventriculo esquerdo se torna
extremamente relevante para o melhor entendimento do efeito da NAC nos parametros

morfoldgicos e fisicos do coragéo.
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De qualquer forma, nesse estudo realizaram-se medidas indiretas da
hemodinamica cardiovascular. Por exemplo, a avaliacdo indireta do processo congestivo
através da relagdo do didmetro interno do atrio esquerdo e da aorta (relagdo AE/AO0).
Quando h& um processo congestivo esta relacdo aumenta. Sendo assim, apds 28 dias
houve aumento da relagdo AE/Ao nos animais infartados, e o tratamento com NAC foi
efetivo em evitar o estabelecimento do processo congestivo nos animais infartados.

No que diz respeito a fungdo diastdlica, avaliada atraves da relacdo E/A, ndo foi
observado qualquer alteracdo significativa. Isto sugere que o modelo de infarto do
miocardio em ratas ndo progride, pelo menos no protocolo utilizado aqui, para uma
disfuncdo diastolica suficiente para alterar o padrdo de enchimento ventricular esquerdo.
Esse achado ja foi descrito pelo nosso grupo recentemente, que demonstrou que o padrdo
de enchimento “restritivo”, i.e., aumento darelacao E/A, ocorre somente em ratos machos
e quatro semanas apoés a cirurgia de infarto (SOUZA et al., 2016).

Porém, ao analisar a resposta funcional sistdlica do coracao pela fracdo de ejecéo
do ventriculo esquerdo foi possivel observar que os infartados tratados com salina
apresentaram queda significativa nessa variavel evidenciando uma disfuncéo ventricular
esquerda. No entanto, uma melhora significativa da fracdo de ejecdo so foi observada nos
animais IM tratadas com NAC, mostrando maior preservacao da funcdo ventricular
sistélica, provavelmente em funcdo de um remodelamento mais adaptativo, uma vez que
os dados coletados do ecocardiograma sugerem que o tratamento com NAC durante 28
dias atenuou o remodelamento cardiaco e os efeitos consequentes a ele, melhorando
efetivamente a propriedade contratil do coracdo nos animais tratados. Nesse contexto, a
terapia com NAC parece ter desempenhado um papel aditivo na melhora do desempenho
sistélico cardiaco, evidenciado principalmente em termos de fracédo de ejecao.

Em conjunto, os dados da ecodopplercardiografia sugerem respostas adaptativas
nos animais infartados tratados com NAC. Neste sentido, o tratamento durante 28 dias
com N-acetilsisteina possibilitou uma manutencdo das propriedades sistolicas (sugeridas
pela Fracdo de Ejecdo% e aumento da Espessura Relativa da Parede Posterior do
ventriculo esquerdo) o que deve ter assegurado um nivel de contratilidade maior e um
processo congestivo mais brando (sugeridas pela relacdo AE/A0).

Objetivando fundamentar os dados funcionais encontrados nesse estudo,
procurou-se investigar se o tratamento com NAC poderia de alguma forma atenuar o
estresse oxidativo no coragdo infartado. Sabe-se que, uma ampla gama de vias de

sinalizacdo sdo redox-sensiveis, portanto, um aumento no EROs pode modular o
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crescimento celular autbnomo e sobrevivéncia (BLOCK e GORIN, 2012). Sendo assim,
no presente estudo buscou avaliar o estresse oxidativo e a atividade de enzima
antioxidantes no tratamento com N-acetilcisteina no infarto do miocérdio. Os resultados
mostraram que houve diminuigdo da geragdo de H>O. no grupo tratado, uma espécie
reativa de oxigénio (ERO) que pode reagir com componentes celulares tais como lipidios,
proteinas alterando suas func¢bes, bem como o DNA (FORTUNATO et al., 2014).
Portanto, as mudangas na geracdo de H.O> podem estar relacionadas a homeostase redox
muscular, e a remocdo direta de radicais hidroxilicos por tidis foi sugerida como
mecanismo de protecio (SAGRISTA et al., 2002), assim como, enzimas e moléculas
antioxidantes, tais como glutationa peroxidase (GPx), superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e peroxiredoxinas, provavelmente por destruirem o H2O> antes que ele
possa reagir com DNA no nicleo (SCHWEIZER, CHIU e KOHRLE, 2008). Sendo
assim, a defesa antioxidante da N-acetilcisteina parece ser crucial para prevenir o estresse
oxidativo celular sendo capaz de diminuir a geracdo de H>O, e aumentar a atividade da
GPx e TIOL nos animais infartados.

Além do estresse oxidativo local (no tecido cardiaco) impactar diretamente no
remodelamento cardiaco e, portanto, na funcdo cardiaca, evidéncias experimentais
sugerem que o desbalanco redox pode influenciar a funcéo cardiovascular de forma mais
ampla. Por exemplo, algumas evidéncias sugerem que o aumento do estresse oxidativo
contribui para a disfuncdo autondmica em doencas cardiovasculares (FLOGEL et al.,
2001; LINDLEY et al., 2004; ZANZINGER e CZACHURSKI, 2000), assim como, 0
aumento do estresse oxidativo seguido do infarto do miocardio leva a simpato-excitacdo
(LINDLEY et al., 2004). Essa hiperatividade simpatica, além de aumentar a instabilidade
elétrica e favorecer as arritmias que ameagam a vida, apresentam muitos efeitos adversos,
que incluem aumento na agregacdo plaquetaria, vasoconstricdo coronaria e estresse da
parede ventricular esquerda. Esses efeitos podem precipitar episodios isquémicos e alterar
adversamente o remodelamento ventricular (LA ROVERE et al., 1998). Considerando
que a NAC é permeavel a membrana celular, e desta forma, consegue atravessar
passivamente a barreira hematoencefalica e assim, promover o aumento da GSH24
neuronal (AOYAMA et al., 2006; DRINGEN e HAMPRECHT, 1999; FARR et al.,
2003), fica tentador levantar a hipdtese de que os efeitos benéficos da NAC podem ser
também atribuidos a sua acdo sobre grupamentos neuronais relacionados ao controle
cardiovascular.

Em fungdo do possivel efeito modulador da NAC sobre o sistema nervoso
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autonomo, utilizou-se a ferramenta da andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca
nesse estudo. Sabe-se que o tratamento com N-acetilcisteina parece ser capaz de atenuar
os niveis de NGF cardiaco o que poderia estar relacionado com uma menor
hiperinerva¢ao simpatica causada pelo infarto (LEE, LAl e CHANG, 2010). Sendo assim,
a VFC ¢ clinicamente reconhecida como um indicador fisico do equilibrio autondmico
cardiaco, o que consequentemente resulta em doencas cardiovasculares, sendo reduzida
em pacientes apos IM estando relacionada a complicagdes, sendo um indicador de
mortalidade por esta condi¢do (GALINIER et al., 2000; KLEIGER et al., 1987). Ao
analisar a VFC, uma taxa aumentada nos parametros relacionados ao aumento da
modulacao simpatica (BEHz), BF(U.N.)) e razdo BF/AF foi encontrada nos animais 28
dias ap6s o infarto, o que foi diferente no grupo tratado com NAC onde essa taxa foi
menor. Nos parametros relacionados com o aumento da modulagdo parassimpatica tanto
no dominio do tempo (RMSSD(ms)) como da frequéncia (AEHz), AF(U.N.)) houve
diminui¢ao nos animais infartados nao tratados e aumento nos animais infartados tratados
com NAC.

Embora seja inevitavel especular que a NAC possa ter atuado em regides
encefalicas responsaveis pelo controle autondmico cardiaco e desta forma ter reduzido a
hiperatividade simpatica em resposta a insuficiéncia cardiaca, ndo se pode comprovar
essa hipdtese com a metodologia empregada nesse estudo. No entanto, esta hipdtese deve
ser testada em estudos futuros utilizando microinjecao central de NAC, por exemplo, pois
dados na literatura sugerem que o estresse oxidativo de neurdnios estd ligada ao aumento
da atividade autondmica simpatica no modelo do infarto do miocardio (YU et al., 2013).

Assim, com os dados experimentais obtidos nesse estudo, ¢ possivel concluir que
a diminui¢ao da resposta autondmica simpatica em resposta ao infarto do miocardio deve
ser atribuida, pelo menos em parte, ao aumento da expressdao de NGF, descrito como fator
importante para a hiperinervagdo simpdatica pds-infarto (LEE, LAl e CHANG, 2010).
Além disso, corroborando resultados descritos anteriormente (LEE, LAI e CHANG,
2010), a NAC parece diminuir esse efeito por meio da inibi¢ao da expressao desse fator,
resultado obtido nesse estudo (Figura 21).

A Figura 22 ilustra de forma hipotética os possiveis sitios de atuacdo da N-
acetilcisteina que ajudam a compreender, pelo menos em parte, seus efeitos benéficos no
modelo de infarto do miocardio em ratos. Como observado na Figura e baseando-se nos
resultados desse estudo, a N-acetilcisteina: 1. Reduz o estresse oxidativo propiciando um

remodelamento cardiaco adaptativo; 2. Diminui a expressdo de NGF reduzindo o efeito

53



da hiperatividade simpética e, de forma especulativa; 3. Reduz o estresse oxidativo no
sistema nervoso central diminuindo o fluxo simpético por meio da inibicdo direta e/ou
indireta sobre a atividade de neurdnios pré-motores simpéaticos no nucleo paraventricular
do hipotadlamo (GUGGILAM et al., 2007; MASSON et al., 2014). Essas a¢fes em
conjunto melhoram a fungdo cardiaca como sugerida por meio dos exames

ecodopplercardiograficos nesse estudo.

MEstresse oxidativo «————— 7

T Nucleos pré-simpaticos

ek ——2——

N-acetilcisteina

Ppré/pos-carga
MEstresse oxidativo

——|

v

Remodelamento cardiaco mal-adaptativo s . ~
Estimulacado

! Inibicio

J, Débito cardiaco/PA

Figura 21. Esquema ilustrativa dos possiveis sitios de atuacdo da N-acetilcisteina. 1. efeitos diretos sobre o
estresse oxidativo e remodelamento cardiaco. 2. efeito indireto reduzindo a expressdo de NGF no e a
hiperinervagéo simpatica e, portanto, a modulacéo simpatica sobre o coragdo. 3. efeito sobre o sistema
nervoso central (nucleo paraventricular do hipotalamo) diminuindo o estresse oxidativo e a ativacdo de
neurdnios pré-simpaticos reduzindo assim o fluxo simpatico sobre o sistema cardiovascular. NGF = fator
de crescimento neuronal. PA = pressdo arterial. SRRA = sistema renina-angiotensina-aldosterona. O ponto
de interrogacdo indica uma especulacdo do efeito da N-acetilcisteina baseado em dados prévios da
literatura.

No entanto, estudos futuros deverdo ser conduzidos para a avaliagdo da
importancia desses possiveis efeitos da NAC no modelo de IAM em ratos.

Um outro achado interessante deste estudo foi aquele relativo a frequéncia
cardiaca. A frequéncia cardiaca elevada em repouso ¢ um preditor de mortalidade
cardiovascular na populagdo geral, bem como em pacientes com hipertensdo, doenga
coronariana e insuficiéncia cardiaca cronica (COOK et al., 2006; HIALMARSON e

AKE, 2007). A média da frequéncia cardiaca no presente estudo mostrou-se elevada nos
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animais infartados. Alguns estudos fisiopatoldgicos indicam que uma frequéncia cardiaca
mais alta tem efeitos prejudiciais que favorecem a isquemia miocérdica, arritmias
ventriculares, bem como um aumento do estresse oxidativo vascular, disfuncao endotelial
e progressao da aterosclerose (DIAZ et al., 2005; DISEGNI et al., 1995; GILLMAN et
al., 1993; GILLUM, MAKUC e FELDMAN, 1991; LANG et al., 2010). A frequéncia
cardiaca ¢ determinada pela atividade do nodo sinusal, que ¢ influenciada pela interagao
de atividades simpaticas ¢ vagais. Uma frequéncia cardiaca elevada pode, portanto,
resultar de hiperatividade simpatica ou de uma diminuicdo da atividade vagal
(desequilibrio autondémico) (LANG et al.,, 2010). Em verdade, quando ocorre uma
dilatagdo do coragado, as fibras cardiacas aferentes simpaticas aumentam o disparo, e essa
excitacdo simpatica aferente leva a inibicao tonica e reflexa da atividade eferente vagal
cardiaca (SCHWARTZ e DE FERRARI, 2011)

Sendo assim, o desequilibrio autondmico, caracterizado por um sistema simpatico
hiperativo e um sistema parassimpatico hipoativo, estd associado a varias condi¢des
patologicas (KISHI, 2012). Uma hipotese para explicar os achados do presente estudo ¢
que a diminui¢do da VFC nos animais apds 28 dias de infarto correlaciona-se com
aumento da atividade simpatica e diminuicdo vagal, podendo predispor a fibrilagao
ventricular (BIGGER et al., 1991; KLEIGER et al., 1987). Assim como, as alteracdes na
VFC podem ser consideradas como um reflexo do desequilibrio do estresse oxidativo
(BROOK et al., 2010; CHAHINE et al., 2007, CHUANG et al., 2013). Portanto, o
desequilibrio autondémico pode ser um caminho final comum para o aumento da
morbidade e mortalidade de uma séric de condigdes ¢ doencgas, incluindo doengas
cardiovasculares (THAYER, YAMAMOTO e¢ BROSSCHOT, 2010). No entanto nos
animais tratados com N-acetilcisteina essas respostas foram atenuadas sugerindo que a
diminui¢do do estresse oxidativo ¢ um mecanismo protetor que € capaz de mitiga as

alteracdes na VFC.
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9 CONCLUSAO

Os dados mais relevantes do presente estudo foram aqueles que sugeriram que o
tratamento de ratas infartadas durante 28 dias com N-acetilcisteina ndo s6 foi efetivo em
evitar o remodelamento cardiaco maladaptativo, isto €, a dilatacdo da cdmara ventricular
esquerda como em modificar a geometria da camara para um padréo adaptativo onde a
relagéo entre a parede ventricular e o didmetro da camara foi aumentada. Esse padrédo
deve ter propiciado repercussdes hemodindmicas que refletiram em melhor funcéo
cardiaca e, portanto, o ndo estabelecimento do processo congestivo observado nas ratas
infartadas tratadas com salina.

Em busca de mecanismos que explicassem pelo menos em parte os efeitos da
NAC no remodelamento cardiaco adaptativo e na melhora da fungdo cardiaca,
observamos que os animais tratados com NAC apresentaram melhor perfil redox sugerido
aqui pelo aumento da atividade de enzimas antioxidantes e diminuicdo de H>O». Outro
achado interessante foi aquele da analise na variabilidade da frequéncia cardiaca que
revelou balanco simpato-vagal deslocado para o parassimpatico, sugerindo modulacao
autondmica mais favoravel nos animais infartados tratados com NAC. Se esse achado de
diminuicdo da modulacéo simpética/aumento da modulagédo parassimpatica foi devido a
menor inervacdo simpatica devido a menor expressao de NGF, observada aqui nesse
estudo, ou consequéncia de um estado hemodindmico mais fisiolégico/favoravel e,
portanto, menor resposta neurohumoral, estudos futuros devem ser realizados para definir

esta questdo que permanece aberta.
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