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RESUMO

Sabe-se que mulheres na pré-menopausa apresentam menor prevaléncia de doencas
cardiovasculares do que homens e, esta diferenca desaparece apds a menopausa. Sendo
assim, o presente estudo buscou avaliar o dimorfismo sexual e a influéncia do estrégeno
nas alteragBes da funcdo cardiaca, do equilibrio hidroeletrolitico e do status tireoidiano
de ratos Wistar submetidos ao infarto do miocardio (IM) experimental.

Na primeira etapa ratos wistar machos (n = 18) e fémeas (n = 21) foram submetidos ao
infarto experimental (INF.M e INF.F) ou a falsa cirurgia (Sham.M e Sham.F). Na
primeira e quarta semana po6s-IM foram colocados em gaiolas metabdlicas e submetidos
a ecodopplercardiografia (ECO) e eletrocardiografia (analise espectral), seguido de
eutandsia para coleta de sangue (dosagem sérica de horménios tireoidianos) e de tecidos
(coracdo, pulmdo e figado, para biometria). Na segunda etapa, fémeas foram
ovariectomizadas (n = 24) ou mantidas intactas (n = 21) e ap6s duas semanas
submetidas ao infarto do miocardio (INFovx € INFinT) ou a falsa cirurgia (Shamovx e
ShamnT). Quatro semanas apds pés-IM, as mesmas avaliacGes da etapa anterior foram
realizadas exceto a eletrocardiografica. Na terceira etapa, foi realizada ovariectomia e
reposicdo com estrégeno (E2) ( n = 13) ou veiculo (n = 22). Ap6s duas semanas foi
realizada a cirurgia de inducéo ao infarto (INFovx+e2 € INFovx+veic) € a falsa cirurgia
(Shamovx+e2 € Shamowvx+veic). Decorridas quatro semanas foram feitas as mesmas
avaliacdes da segunda etapa.

O grupo INFwm desenvolveu disfungdo cardiaca (fracdo de encurtamento, FEnc%, ~70%
de reducdo) e alteracBes na regulacdo hidroeletrolitica (aumento do apetite por sédio,
~146% e reducdo do volume urinario, ~55%), uma semana pds-IM e, portanto, mais
cedo que as fémeas, que apresentaram altera¢6es na funcéo cardiaca (FEnc%, ~28% de
reducdo) e regulacao hidroeletrolitica (aumento do apetite por sodio, ~143%) na quarta
semana pos-IM. O grupo INFwm apresentou redugdo na relacdo LF/HF (~70%), uma
semana pos-IM. E, apenas os ratos machos desenvolveram hipotireoidismo ap6s o
infarto. Também foi observada reducdo da FEnc% (~55%), aumento da relacdo atrio
esquerdo/ aorta (AE/A0, ~75%) e alteracbes na regulacdo hidroeletrolitica (redugdo do
apetite por sodio, ~67% e do volume urinario, ~40%) mais pronunciadas em INFovx do
que em INFinT. O grupo INFovx também apresentou reducdo dos niveis séricos de T3
(~35%) pds-IM. O grupo INFovx+vei mostrou reducdo da FEnc% (~55%) e aumento na
relagdo AE/Ao (~75%) mais pronunciadas que o grupo INFovx+e2. INFovx+vei reduziu o
apetite por sodio (~67%) e, no volume urinario, foi observada reducéo significativa nos
grupos Shamovx+vei € INFovx+vei €m relacdo aos grupos Shamovx+e2 € INFovx+E2
(P<0,05). O T3 sérico reduziu significativamente (~35%) apenas no grupo INFovx+vei.
Houve diferenca no desenvolvimento fisiopatolégico da insuficiéncia cardiaca (IC) pés-
IM entre machos e fémeas, sendo mais brando nas fémeas. E fémeas infartadas
apresentaram uma regulacdo hidroeletrolitica mais favoravel e compativel com o
desenvolvimento menos acentuado da IC. O estrégeno influenciou positivamente a
regulacdo hidroeletrolitica de fémeas infartadas, o que favoreceu a funcdo cardiaca e
atenuou desta forma, a disfuncdo que ocorre apos o infarto. A manutencdo do status
eutiredideo ndo pareceu ser determinante para o desenvolvimento menos pronunciado
dalC.
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ABSTRACT

Premenopausal women are less prone to develop cardiovascular diseases than men and
this advantage do not persist in postmenopausal women. Thus herein we aimed to
investigate the gender difference and the estrogen influence in cardiac function, fluid
balance and thyroid status, in Wistar rats subjected to experimental model of myocardial
infarction (MI).

In the first step, adult male (n = 18) and female (n = 21) rats underwent experimental
M1 (MIm and MIf,) or sham-operation (Shamwm and Shame) respectively. One and four
weeks post-MI rats were placed in metabolic cages, subjected to echocardiography
(ECHO), electrocardiography and then euthanized for blood sample collection and
tissue collection (heart, lung and liver). In the second step female rats were
ovariectomized (n = 24) or continued intact (n = 21), two weeks later they were
subjected to MI (Mlovx and M, respectively) or sham operation (Shamovx and
Shamnt). Four weeks post-Ml, they were subjected to the same evaluations of the first
step, not only the electrocardiography. In the third step, female rats were subjected to
ovariectomy and treated with estrogen (E2) (n = 13) or vehicle (n = 22). Two weeks
later they underwent experimental MI (Mlovx+e2 and Mlovx+ven). Four weeks post-Ml
they were subjected to the same evaluations of the second step.

Male infarcted rats developed cardiac dysfunction (shortening fraction, SF, reduction, ~
70%) and fluid homeostasis changes (sodium intake increasing, ~ 146% and urinary
volume reduction, ~55%) earlier than female, in the first week post-MI while female
presented these changes (SF reduction, ~28% and sodium intake increasing, ~143%)
only in the fourth week and attenuated compared to male. MlIm showed reduction in
LF/HF ratio (~70%), one week post-MI. And only male rats presented hypothyroidism
after MI (T4 ~52% and T3 ~38%, reduction). We also verified reduction in SF (~55%),
increasing in LA/Ao ratio (~75%) and changes in fluid balance (sodium intake
reduction, ~67% and urinary volume reduction, ~40%) more pronounced in Mlovx than
in Mlint. Mlovx group reduced thyroid hormone levels after M1 (T3 ~35%). Mlovx+ven
showed more pronounced reduction in SF (~55%) and increasing in LA/Ao ratio
(~75%) than the Mlovx+e2 group. The sodium intake reduced in Mlovx+ven (~67%) and
in the urinary volume we verified significant reduction in Shamovx+veh and Mlovx+ven
groups compared to Shamovx+e2 and Mlovx+e2 groups (P < 0.05). Serum T3 reduced
significantly (~35%) only in Mlovx+ven group.

The pathophysiological development of heart failure post-MI was attenuated in female
compared to male. And female rats subjected to MI presented fluid balance more
favorable and related to the less pronounced development of heart failure. Estrogen
seems to influence positively the cardiac function and attenuate the dysfunction that
occur post-MI. The euthyroid status in female intact do not seems to be determinant to
the less pronounced development of heart failure.
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1. INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DAS DOENCAS CARDIOVASCULARES

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as doengas cardiovasculares lideram
as causas de morte no mundo, sendo responsaveis por 30% das mortes no ano de 2008
em todo o mundo (WHO, 2011). Doencas isquémicas graves assim COmMO Processos
hipertensivos, relacionados principalmente ao estresse e a ma alimentacao, juntamente
com o tabagismo e alcoolismo, tém sido os grandes causadores das doencas
cardiovasculares (WHO, 2011). Dentre as doencas cardiovasculares, 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). No Brasil, o panorama ndo é diferente, as doencas cardiovasculares lideram o
ranking de morte em nosso pais, sendo responsaveis por 30,69% das mortes no ano de
2011, segundo dados do Ministério da Saude (SIM, 2011). Considerando ainda a atual
limitacdo farmacoldgica para o tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva (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. Para tanto, foi preciso encontrar modelos fidedignos de inducdo a ICC em
animais de laboratério e utiliza-los em testes pré-clinicos e clinicos objetivando a
descoberta de novas condutas terapéuticas.

O quadro de ICC é caracterizado por varias altera¢cbes como, acimulo de fluido,
aumento da influéncia do sistema nervoso autbnomo simpético (SNASs) e alteracdo da
regulacdo barorreflexa, dentre outras (ZUCKER et al.,, 1995). Durante o seu
desenvolvimento a funcdo cardiaca é comprometida, e mecanismos neurohumorais sdo
ativados em resposta ao baixo débito cardiaco. Alguns desses mecanismos sdo pouco
eficientes e acabam acarretando mudancas em diversos parametros cardiovasculares que
podem diminuir o bombeamento de sangue aos tecidos. A situagdo se agrava quando o
processo hipertréfico do masculo cardiaco se estabelece em resposta a diversos
estimulos locais e sisttmicos. A essas e outras alteracbes morfoldgicas do 6rgao,
chamamos de “remodelamento cardiaco”.

A despeito dos recentes avangos da medicina, a insuficiéncia cardiaca (IC)

continua sendo responsavel por elevados niveis de morbidade e mortalidade no mundo
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inteiro, como descrito anteriormente. No entanto, estudos epidemioldgicos mostraram
que dentre os pacientes que desenvolvem insuficiéncia cardiaca, existem diferencas
marcantes quando se leva em consideracdo o sexo. Mulheres na pré-menopausa tém
menor prevaléncia de hipertrofia cardiaca do que homens (GARDIN et al., 1995) e o
prognostico para mulheres € melhor do que para homens com IC causada por doencas
ndo-isquémicas (SIMON et al., 2001). Mulheres ttm maior prevaléncia de funcdo
sistolica preservada e menor incidéncia de disfuncdo ventricular do que homens com IC
(VASAN et al.,, 1999; CLELAND et al., 2003). Em pacientes idosos, com niveis
similares de estenose aortica, as mulheres apresentam a funcdo cardiaca mais bem
preservada do que os homens (BUTTRICK & SCHEUER, 1992). A diferenca sexual
também é nitida em modelos de hipertrofia e hipertensdo em ratos. Neste caso, ratos
machos apresentam uma progressdo mais acelerada no desenvolvimento fisiopatoldgico
da IC comparados as fémeas (TAMURA et al., 1999; WALLEN et al., 2000). Embora
esses estudos tém sugerido que as fémeas apresentam evolucédo fisiopatoldgica de IC
mais branda, os mecanismos que fundamentam esta hipdtese estdo longe de serem

estabelecidos.

1.2 INFARTO CICATRIZADO

O infarto do miocardio (IM) em humanos é caracterizado pela presenca de
tecido fibroso formado entre a 6% e a 12% semana ap6s a fase aguda da doenca
isquémica. Estruturalmente, o miocardio lesado se modifica e apresenta uma cicatriz
fibrosa neovascularizada, transmural ou subendocéardica, constituida por uma densa
camada de fibras colagenas e fibroblastos, que define o “infarto cicatrizado do
miocardio” (ICM) (MALLORY et al., 1939; FISHBEIN et al., 1978b; FACTOR, 1990).
O tecido miocardico sobrevivente pode também sofrer modificacdes
anatomopatoldgicas que variam em intensidade devido a fatores estruturais (extenséo da
lesdo e caracteristicas do processo cicatricial) e hemodindmicos (sobrecarga
volumétrica) que se instalam desde a fase aguda, devido a necrose tecidual. Estas
modificagdes abrangem: hipertrofia, aumento da cavidade ventricular e, em alguns
casos, formacdo de aneurisma, caracterizando um processo conhecido como
“remodelamento cardiaco” (ELLIS et al., 1962; FACTOR, 1990; PFEFFER &
BRAUNWALD, 1990). Pacientes com ICM caracterizam-se clinicamente por

apresentarem arritmias ventriculares, “angina pectoris”, e insuficiéncia cardiaca,
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principalmente em infartos de grande extensdo (JULIAN, 1989; MORRISet al., 1990), e
tornam-se vulneraveis a morte subita (HAGSTROM et al.,, 1964; PANIDIS &
MORGANROTH, 1983; KEMPF & JOSEPHSON, 1994). Nos primeiros cinco anos
pos-infarto a taxa de mortalidade destes pacientes alcanca 5 a 10% ao ano (NORRIS et
al., 1974; KANNEL et al., 1979; POHJOLA et al., 1980) e a incidéncia de morte subita
encontra-se aumentada, sobretudo devido a ocorréncia de arritmias ventriculares
complexas (batimentos prematuros repetitivos acoplados, multifocais ou precoces, e
surtos de taquicardia ventricular) (KOTLER et al., 1973; RUBERMAN et al., 1981).
Além dos trabalhos clinicos, citados anteriormente, utilizando o eletrocardiograma
(ECG) continuo tipo “Holter”, outras abordagens, como o mapeamento endocardico por
cateterizacdo, sugerem mecanismos de reentrada, isto é, arritmias cardiacas induzidas
pela conducdo lenta e bloqueio unidirecional, como responsaveis pela taquicardia
ventricular em pacientes com ICM (JANSE & WIT, 1989), uma vez que ha baixa
velocidade de condugdo na regido préxima ao infarto (WIENER et al., 1982;
MARCHLINSKI, 1990).

1.3 MODELO EXPERIMENTAL DO INFARTO CICATRIZADO DO
MIOCARDIO

O modelo experimental de oclusdo da artéria coronaria em ratos foi descrito
primeiramente no ano de 1946, por Robert F. Heimburger, que estudava a
revascularizacdo do miocardio através da injecdo de substancias no saco pericardico.
Oito anos mais tarde (1954), Johns & Olson se preocuparam em descrever a mesma
técnica com mais propriedade, dando inclusive, detalhes sobre a distribuicdo das artérias
coronarias em diferentes espécies de animais de laboratério e procurando estabelecer
um modelo de infarto agudo do miocérdio (IAM). Em 1959, Kaufman, Gava, e Hill
publicaram dados morfolégicos e histoquimicos, observados em ratos com IAM,
obtidos pela técnica de oclusdo da artéria coronaria descendente anterior; mas foi em
1978, com Fishbein et al. (1978a), que este modelo experimental promoveu grande
contribuicdo, sendo até hoje um dos trabalhos mais citados como referéncia para
detalhamento da técnica. A partir dai, multiplicaram-se os trabalhos destinados ao
estudo do modelo de IAM. Trabalhos como os de Pfeffer et al. (1979), Spadaro et al.
(1979), Pfeffer et al. (1985), e Pfeffer et al. (1991) deram também grande contribuigdo



ao modelo e sdo altamente recomendados para leitura tanto para os iniciantes como para

0s experientes da técnica.

1.3.1 Caracteristicas anatomohistopatoldgicas

Em ratos, a completa oclusdo da artéria coronaria descendente anterior esquerda
(LAD) leva a uma isquemia transmural e, consequentemente, ao infarto da parede livre
do ventriculo esquerdo (VE), que varia em extensdo dependendo do sucesso do
procedimento cirargico e da anatomia particular do rato. O ICM do rato €, em geral,
caracterizado por aumento da massa cardiaca total (NORMAN & COERS, 1960;
ANVERSA et al., 1984; OLIVETTI et al., 1986; SPADARO et al., 1989), devido ao
aumento do ventriculo direito, ou seja, ha aumento do peso absoluto e relativo, quando
normalizado pelo peso corporal (NORMAN & COERS, 1960; TUREK et al., 1978;
FLETCHER et al., 1981; ANVERSA et al., 1984; OLIVETTI et al., 1986; SPADARO
et al., 1989). Quanto ao ventriculo esquerdo, seu peso relativo tende a manter-se
constante (TUREK et al., 1978; PFEFFER et al., 1979; SPADARO et al., 1989) devido
a perda tecidual da regido necrosada e a hipertrofia da massa muscular remanescente,
que se compensam (OLIVETTI et al., 1986).

A evolugdo histopatoldgica do infarto experimental no rato tem caracteristicas
gerais similares as do infarto humano, sendo, porém, mais rapido e com resposta
polimorfonuclear menos intensa (SELYE et al., 1978). O rapido e completo
desenvolvimento do infarto da-se em funcdo do baixo fluxo colateral nesta espécie
(HEARSE et al., 1988). Ao término da fase de cicatrizacdo, por volta do 21° dia ap6s a
cirurgia, a andlise histoldgica revela auséncia quase total de necrose, sinais discretos de
edema, hemorragia e congestdo, poucos linfécitos, presenca moderada de fibroblastos,
células pigmentadas (hemossiderina), proliferacdo vascular e altos niveis de colageno
intersticial (FISHBEIN et al., 1978a; NOVAES, 1992). A hipertrofia foi evidenciada
em varios trabalhos através da anéalise histoldgica de midcitos de ambos os ventriculos,
gue mostraram aumento do didmetro e da area de seccdo reta, além de aumento do
comprimento dos cardiomidcitos ventriculares esquerdos (TUREK et al., 1978;
ANVERSA et al., 1984; SPADARO et al., 1989; OLIVETTI et al., 1991). O grau de
hipertrofia dos miocitos do VE parece variar de acordo com a distancia a que se
encontram da cicatriz da lesdo. Assim, na borda da regido cicatrizada (parede livre de

VE) encontram-se midcitos com o diametro transverso maior do que aqueles situados a



uma distancia maior desta regido (septo interventricular, por exemplo) (OLIVETTI et
al., 1991).

A andlise ultraestrutural das células ventriculares esquerda revelou, em coragdes
com grande infarto, aumento do volume percentual das miofibrilas, reducdo do volume
percentual de mitocéndrias e diminuicdo da relacdo volume mitocondrial/volume
miofibrilar. Porém, no ventriculo direito e no ventriculo esquerdo de cora¢fes com
infartos pequenos estas alteragdes ndo foram observadas. Quanto ao comprimento do
sarcomero dos midcitos do VE, ndo houve alteracdes, independente do tamanho do
infarto (ANVERSA et al., 1986).

1.3.2 Caracteristicas Funcionais

A funcdo ventricular esquerda é imediatamente diminuida, como evidenciado
pela depressdo da presséo sistolica desenvolvida pelo ventriculo esquerdo, elevacdo da
pressao diastolica final do ventriculo esquerdo e diminuicdo do débito cardiaco, devido
a perda do miocéardio viavel (ZIMMER et al., 1989). Sendo assim, o miocardio nédo
isquémico precisa compensar a perda de tecido tanto no aspecto metabdlico como
funcional. No passado, os termos hipertrofia concéntrica e excéntrica eram aplicados,
frequentemente, para caracterizar alteragdes morfologicas do ventriculo esquerdo em
reposta as sobrecargas de pressao e de volume, respectivamente (LINZBACH, 1960;
GROSSMAN et al., 1975). A sobrecarga pressorica evoca aumento da espessura da
parede com o volume da cdmara essencialmente normal. Por outro lado, a sobrecarga de
volume induz aumento do volume da camara com alteracGes variaveis da espessura da
parede. Assim, parece que a parede do ventriculo direito de ratos com intensa reducao
da funcdo ventricular esquerda desenvolve, inicialmente, hipertrofia concéntrica, devido
a sobrecarga de pressdo. A despeito disto, ambas as camaras estdo distendidas e 0s
midcitos estdo similarmente alongados (ZIMMER et al., 1990).

O classico estudo de Pfeffer et al. (1979), classificaram os infartos em pequenos,
moderados e grandes quando a percentagem da cicatriz alcangava de 4 a 30%, 31 a
46%, e 46 a 59% da area do VE, respectivamente, e detectaram, em infartos grandes,
reducdo da pressdo arterial sistdlica, aumento da pressdo diastélica final do VE
(PDFVE), reducdo do debito cardiaco, do volume sistdlico e do trabalho externo
(produto do volume sistolico pela diferenca entre as pressdes arterial média e atrial

direita) corrigidos pelo peso corpéreo. Em infartos moderados, houve redugdo da

5



pressdo sistolica e, em pequenos infartos, nenhum dos parametros sofreu alteracfes

significativas.

Utilizando critérios diferentes para a classificagdo dos infartos (cicatrizes com <
30%, entre 30 e 39% e > 39% da circunferéncia ventricular para infartos pequenos,
médios e grandes respectivamente), Fletcher et al. (1981) observaram diminuicdo da
pressdo arterial sistolica e aumento da PDFVE apenas em infartos moderados e grandes.
Porém, sinais de insuficiéncia foram observados quando os animais foram submetidos a
sobrecarga de volume ou oclusdo adrtica. Assim, as respostas esperadas a estas
manipulacgdes, isto é, aumentos do débito cardiaco, do volume sistolico e da pressao
sistélica maxima do VE, foram diminuidos. Além disso, todos os grupos infartados

exibiram resposta exagerada quanto ao aumento da PDFVE em relagéo ao controle.

Estudando coracdes isolados na forma de “workingheart”, Fellenius et al. (1985)
relataram reducdo da contratilidade do VE de coracdes com infartos cronicos e

diminuicdo da sensibilidade ao célcio extracelular.

A despeito das alteragcbes hemodinamicas, disturbios importantes das funcgdes
respiratéria e metabdlica, tais como: o coeficiente respiratorio, pH e gases arteriais,
concentracdo arterial do bicarbonato, saturacdo da hemoglobina, hematocrito e
temperatura, ndo parecem ser relevantes em ratos com ICM, como verificado por Turek
et al. (1978) e Musch et al. (1986).

Sob o aspecto bioquimico, Bester et al. (1972) demonstraram que 0 metabolismo
da glicose e as concentracdes de fosfatos de alta energia ndo se alteram no ICM com
trés meses de evolucdo, sugerindo que as alteracbes contrateis nestes coragcdes nao

dependem destes fatores metabdlicos.

1.3.3 Respostas Homeostéaticas Neuro-humorais

Em um processo de infarto, como o causado por isquemia da artéria coronéria, a
perfusdo sanguinea do mausculo cardiaco fica diminuida, com consequente
comprometimento de sua funcdo. Isto leva a ativacdo de respostas homeostaticas, como
0 aumento da atividade do SNAs e do sistema Renina — Angiotensina — Aldosterona
(SRAA), ambos vinculados a manutencdo da fungdo cardiovascular bem como a

ativacdo de respostas concernentes a regulacdo hidroeletrolitica, tais como: aumento do



apetite e da reabsorcdo renal de sdédio e agua, que em longo prazo levam ao
desenvolvimento de ICC.

A ICC, devido ao infarto do miocardio, é iniciada por disfungdo sistolica e
dilatacdo das camaras ventriculares, com aumento da pressao de enchimento ventricular
esquerda, que se torna necessario para sustentar um débito cardiaco adequado e,
consequentemente, perfusdo tecidual normal. O recrutamento da alga neuro-humoral na
ICC é similar ao de estados hipovolémicos (COURNEYA & KORNER, 1991): o SNAs
e 0 SRAA agem no sentido de restaurar a pressao arterial por meio da vasoconstric¢cdo e
da retencdo de fluidos. Porém, na insuficiéncia cardiaca, a homeostase ndo pode ser
estabelecida devido a persisténcia da disfuncdo ventricular esquerda. Assim, na auséncia
de uma alca de feedback negativo, 0 que seria vantajoso sob o ponto de vista
homeostatico, torna-se parte de um ciclo vicioso que acaba por piorar ainda mais o
quadro fisiopatologico.

Sabendo-se do aumento significativo da atividade do SNAs apés o infarto do
miocardio, é razoavel que se busque ferramentas para avaliar a atividade do sistema
nervoso autdbnomo nesta condicdo. Neste contexto, Hon e Lee (1965) foram os
primeiros a relatar a diferenca entre intervalos RR em batimentos cardiacos sucessivos.
E desde entdo, a variabilidade entre os intervalos RR passou a ser utilizada para avaliar
a modulacdo do sistema nervoso autbnomo no coragdo. Ja o prognéstico significativo da
variabilidade dos intervalos RR em pacientes ap6s o infarto do miocardio foi publicado
pela primeira vez por Wolf e colaboradores em 1978. Ap0s este trabalho, diversos
estudos foram realizados abordando a variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e o
IM em pacientes (LOMBARDI et al., 1987; VAISHNAYV et al., 1994; MALIK et al.,
2000; STEIN et al., 2000; CAMM et al., 2004; STEIN et al., 2005; CARPEGGIANI et
al., 2005). Em estudos que avaliaram a VFC ao longo do tempo, apés o IM em
pacientes, foi visto que ha reducdo da VFC logo apos o infarto, e que esta se mantém
por duas semanas, sendo seguida de recuperacdo. Estes dados sugerem que ha aumento
da modulacdo simpatica de forma aguda pds-IM, mas que, no entanto, esta ndo se
sustenta por um periodo superior a duas semanas (LOMBARDI et al., 1987; BIGGER
etal., 1991)

Francis et al. (2001), estudaram de forma seriada o status neuro-humoral na
insuficiéncia cardiaca. Utilizando o classico modelo de ligadura da artéria coronaria
descendente anterior em ratos, eles demonstraram que a fragdo de ejecdo do ventriculo

esquerdo foi reduzida imediatamente (um dia ap0s a cirurgia) a niveis compativeis com
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0 processo de insuficiéncia cardiaca e se manteve inalterada apds a segunda, quarta e
sexta semanas pds-infarto. Por outro lado, o volume diastolico final do ventriculo
esquerdo (VDFVE) aumentou significativamente no primeiro dia e continuou
aumentando progressivamente apds a segunda, quarta e sexta semanas pos-infarto.
Dentro dos limites impostos pelo aumento do estresse de parede ventricular, este
aumento de volume do VE trouxe efeitos hemodinamicos benéficos do ponto de vista
do aumento do volume sistdlico, a despeito da persistente diminuicdo da fracdo de
ejecdo. E claro que a ativacdo do SRA tem papel importante neste processo devido a sua
conhecida participacdo no aumento da pressdo de enchimento da camara ventricular
esquerda, neste caso, ja dilatada. Apds a segunda semana, e persistindo até a sexta
semana pos-infarto, houve elevada ativagdo do SRA (medida em termos de “atividade
da renina plasmatica”), embora esta tenha reduzido suavemente a partir da quarta
semana. Quando se correlacionou fracdo de ejecdo e atividade do SRA, houve alta
correlacdo entre esses parametros na sexta semana pés-infarto.

Os autores ainda salientaram no estudo de Francis et al. (2001) que, neste
modelo, o volume sistolico estabilizou-se (a partir da 4% semana) em nivel maximo de
compensacao enquanto o VDFVE continuou aumentando progressivamente até o fim da
observacdo (6% semana). Assim, a dilatacdo progressiva, na auséncia do aumento
adicional do volume sistolico, determinou a exaustdo do ganho compensatorio
produzido pelo remodelamento ventricular. Por fim, a continuidade da ativacdo neuro-
humoral causou, dentre varios efeitos, retencdo de fluidos, vasoconstriccdo periférica e

taquicardia, impondo ao sistema homeostatico caracteristicas maladaptativas.

1.4 REGULACAO HIDROELETROLITICA

1.4.1 Regulacéo do Fluido Corporal

Ao longo da vida, mudancas constantes ocorrem no meio externo e interno, que
requerem uma perfusdo sanguinea adequada de todos os tecidos do corpo, para que seja
ofertado “combustivel” suficiente para 0 metabolismo celular. O fluido corporal deve
ser distribuido em volume e pressdo apropriados para facilitar as trocas de gases e
nutrientes e, alem disso, manter a concentracdo de eletrdlitos adequada para funcéo
enzimatica e eletrofisiologica. Para isso, o organismo dispbe de uma série de

mecanismos que regulam os fluidos corporais, incluindo mecanismos que induzem a
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sede, retencdo ou excrecdo de agua e eletrdlitos. Neste contexto, o cloreto de sodio
(NaCl) constitui um importante componente do fluido extracelular, sendo o principal
determinante da osmolalidade plasmatica, assim como do volume do fluido extracelular.

O aumento de 1-2% na osmolalidade plasmatica, assim como a reducdo no
volume do fluido extracelular e reducdo de cerca de 10% no volume sanguineo ou na
pressdao arterial, € suficiente para deflagrar uma respostas homeostéaticas
neuroenddcrinas e comportamentais (inducdo a sede e apetite por sodio) (ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2004). As principais areas do SNC que integram informacoes
periféricas que envolvem a regulacdo hidroeletrolitica incluem o ndcleo do trato
solitario (NTS), que recebe sinais neurais viscerais e 0s 6rgdos circumventriculares
(CVOs), que recebem sinais transmitidos pelo sangue. Os CVOs incluem a é&rea
postrema (AP), o orgao subfornical (SFO) e o 6rgdo vasculoso da lamina terminal
(OVLT). A elevacdo de Na*no plasma induz a liberacéo de vasopressina (AVP) levando
a retencdo de agua pelos rins. Simultaneamente ha aumento da liberagdo de ocitocina
(OT) e do peptideo natriurético atrial (ANP), induzindo a excrecdo de Na'. Estas
alteracGes resultam na diluicdo do Na* plasmatico. Além disso, o aumento adicional do
Na* plasmatico é prevenido pela inibicdo de mecanismos centrais que induzem o apetite
ao sodio, como a inibicdo de aldosterona e angiotensina Il (Angioll), estes dois
hormbnios em sitios centrais estimulam a ingestdo de sal além de agirem
perifericamente levando a retencédo de Na*(CURTIS, 2009).

As alteragdes no volume do fluido corporal também induzem respostas
regulatorias. A perda de volume vascular, detectada por barorreceptores localizados no
coracdo e pelos grandes vasos levam a ativagdo do SNAs com consequente
vasoconstricdo e taquicardia. Além disso, devido a perda de volume ha liberacdo de
AVP e Angioll, que atuam diretamente nos vasos sanguineos produzindo
vasoconstricdo aumentando, dessa forma, os efeitos da ativacdo simpética. A
vasopressina promove também a retencdo de fluido, prevenindo reducdo ainda maior do
volume de fluido corporal, enquanto que Angioll age em sitios centrais induzindo a

ingestdo de agua e sadio.

1.4.2 Regulacéo Hidroeletrolitica e Insuficiéncia Cardiaca Congestiva

Condicdes patoldgicas cardiovasculares podem levar a alteracfes na homeostase

hidroeletrolitica. Durante o desenvolvimento da ICC, como apds o infarto agudo do
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miocardio, uma série de alteracdes centrais e periféricas € observada, podendo levar a
reducdo da excrecao urinéria de agua e sodio, com consequente desordem no equilibrio
do fluido corporal. Dentre as alteracdes periféricas, destacam-se 0 aumento de angioll e
aldosterona, produtos do sistema renina angiotensina aldosterona, que participam da
regulacdo hidroeletrolitica (FRANCIS, 1998). Em relacdo as respostas a ICC que
envolvem o SNC estd 0 aumento da sede e do apetite por sddio, retencdo de agua,
hiponatremia e aumento da atividade simpatica (JOHNSON & THUNHORST, 1997;
MANGIAPANE et al, 1984; BURRELL et al., 1998; KNEPPER, 1998;
LEENEN,1999). A hipotensdo e a hipovolemia também induzem a liberacdo de
vasopressina e ocitocina dos neurénios magnocelulares do ndcleo supradptico e
paraventricular no hipotalamo (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004; SMITH &
DAY, 2003).

O desenvolvimento da ICC ocorre entorno da inter-relacdo dessas alteracdes
centrais e periféricas, como ocorre com a ativacdo simpatica e a ativacdo periférica do
SRA, parecendo haver uma alca de “feedforward” entre esses sistemas. Desta forma, a
angioll proveniente do sangue, atua sobre receptores de angiotensina Il tipo 1 (AT1) no
prosencéfalo, aumentando a atividade simpética, que por sua vez, atua nos rins,
estimulando a liberacdo de renina, com consequente aumento da sintese de angioll
(FELDER et al., 2002). A ativacdo destes mecanismos em curto prazo compensa a
funcdo cardiaca deficiente, no entanto em longo prazo tem efeitos deletérios sobre o

sistema cardiovascular.

1.5 HORMONIOS TIREOIDIANOS

1.5.1 Metabolismo dos Hormoénios Tireoidianos

O principal produto da secrecdo tireoidiana é a tiroxina (T4), que é conhecida
como um pré-hormonio por nao ser biologicamente ativo (NUNES, 2003). Para isso, ha
a necessidade da conversdo tiroxina a triiodotironina (T3), 0 componente que pode
efetivamente ligar-se aos receptores para hormonios tireoidianos (TR) e mediar a¢fes
celulares hormdnio-dependente (BIANCO & KIM, 2006). Ja que a meia-vida do T4 é
longa (1 semana em humanos), o papel do eixo hipotalamo-hipdfise-tireoide em
regular a disponibilidade de T3 é realizado complementado pela a¢do das iodotironinas

desiodases, enzimas que ativam ou inativam 0s hormonios tireoidianos (HT)
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(BIANCO et al.,, 2002; BIANCO & KIM, 2006). As enzimas desiodases sao
classificadas em duas classes: as ativadoras (desiodase tipo 1, D1; desiodase tipo 2, D2)
e a inibidora (desiodase tipo 3, D3), dos hormonios tireoidianos, sendo mais
recentemente reconhecida também a atividade inibidora da D1. A diferenca quanto ao
papel ativador ou inibidor dessas enzimas sobre T3 e/ou T4 esta no local de desiodacao
(Figura 1): as enzimas ativadoras retiram residuo de iodo da posi¢do 3’ ou 5 do anel
externo da tiroxina, enquanto que para inibicdo, ha remocdo de tal residuo do anel
interno do T4 e do T3 (BIANCO & KIM, 2002; GEREBEN et al., 2001).

A enzima D1, em humanos, esta presente principalmente em figado, rim,
tiredide (ISHII, et al., 1982), e na hipofise. Em ratos, a D1 é expressa figado, rim, SNC,
intestino, tireoide e placenta (BIANCO et al., 2002), havendo maior atividade em
figado e rim do que demais tecidos (KOHRLE, 1994; LEONARD & KOHRLE, 1996).
Estudos relacionam a enzima D1 com uma sindrome que é caracterizada pela ocorréncia
de niveis séricos normais de T4, associado a niveis séricos de T3 reduzidos, em
pacientes com doencas graves agudas e cronicas (CHOPRA, 1997; MCIVER, 1997).
Estudos apontam uma relacdo entre a reducdo do T3, com uma reducdo da enzima
desiodade tipo 1 no figado. A D1 seria induzida no hepatocito, a nivel transcripcional
pelo T3 (TOYODAet al., 1995) e,segundo Yu (2000)e Yu (2006), determinadas
citocinas, como a IL-1 e IL-6 que estdo elevadas em doencas graves, prejudicariam esta
inducdo de D1 via T3, resultando na reducdo de T3 e intensificando consequentemente a
gueda na expressao de D1.

Estudos mostram que a enzima D2 (que é amplamente expressa e apresenta uma
elevada afinidade pelo T4) é a predominante via de geracdo do T3 apresentando,
consequentemente, uma importante funcdo na homeostasia dos horménios tireoidianos
(VISSER, 1983; CRANTZ, 1982; GEREBEN et al., 2008). Ja a enzima D3, que
normalmente é expressa no sistema nervoso central e na placenta tem por funcdo
determinar o término da acdo dos hormdnios tireoidianos atuando, conjuntamente com a
D2, num fino mecanismo de regulacdo externa ao eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide
(GEREBEN et al., 2007).
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Figura 1: Reagdes basicas de desiodacdo. Fonte: BIANCO & KIM, 2006

1.5.2 Hormdnios Tireoidianos e Insuficiéncia Cardiaca Congestiva

E bastante conhecida a modulacéo dos horménios tireoidianos em, praticamente,
todos os sistemas do organismo, influenciando o desenvolvimento, crescimento e
metabolismo do individuo (BIANCO & KIM 2006). Sabe-se também que os hormonios
tireoidianos tém como um de seus alvos principais o sistema cardiovascular (KLEIN &
OJAMAA, 2001). Assim, esses hormdnios modulam o sistema cardiovascular
induzindo alteragBes no débito cardiaco, com a modulagdo na resisténcia vascular
periférica e na contratilidade miocardica. CondicBes de hipotireoidismo induzem
disfungdes sistolicas e diastolicas, com diminuicdo na frequéncia e na forca de
contracdo cardiaca, além de prolongar o relaxamento cardiaco. Desse modo, individuos
com hipotireoidismo apresentam diminuicdo do cronotropismo e inotropismo cardiacos
enquanto que, os hipertiredideos, possuem alteragdes opostas (DILLMANN, 1990;
KLEIN & OJAMAA, 1995; POLIKAR et al., 1993; PAZOS-MOURA et al., 2000). O
metabolito celular ativo do hormdnio tireoidiano, a triiodotironina (T3) regula, ainda, a
expressdo de genes no cardiomidcito independentes de seus efeitos no crescimento
cardiaco e na sintese proteica (QI et al., 1994). Alguns genes regulados pelo T3 incluem
os da: cadeia pesada da miosina (MHC), fosfolambam (PLB) e a da bomba de célcio do
reticulo sarcoplasmatico (SERCA-2), elementos importantes na contractilidade
miocardica (HE et al., 1997; HOLT et al., 1999; KAASIK et al., 1997; KISS et al.,

1994). Nesse contexto, tendo em vista as agOes diretas dos hormonios tireoidianos
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sobre o sistema cardiovascular, iniciaram-se estudos visando avaliar possiveis alteracdes
nessa relacdo, em condi¢Oes patoldgicas. Alguns trabalhos tém reportado alteracGes no
metabolismo dos hormonios tireoidianos em pacientes com insuficiéncia cardiaca
congestiva crénica. Hamilton et al.; (1990), por exemplo, relataram diminuicdo na
conversdo de T4 em T3 em pacientes humanos apo6s infarto agudo do miocéardio, assim
como Panciera & Refsal (1994) que demonstraram reducdo nas concentragdes sericas
desses hormonios em cées com historico de cardiomiopatia congestiva. Franklin et al.,
(1984) demonstraram que além da queda répida e sustentada de T3 e da queda
transiente de T4, houve aumento nos niveis séricos de T3 reverso. J& Hamilton et
al., (1993), estudando 84 pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva avangada,
relatou queda de T3 plasmético e/ou aumento nos niveis de T3 reverso, a despeito dos
niveis normais de T4. Alias, este Gltimo resultado foi caracterizado pelos autores como
parametro mais fidedigno de resposta ao processo de insuficiéncia cardiaca congestiva.
Em um trabalho em nivel experimental, Ojamaa et al. (2000), utilizando o modelo de
infarto do miocardio em ratos induzido pela oclusdo permanente da artéria
coronaria esquerda, demonstraram queda de 54% nos niveis de T3 plasmatico na
terceira e na quarta semanas apos a cirurgia. Nestes animais, houve reducédo paralela no
RNA mensageiro para cadeia pesada de miosina da variedade o (a-MHC), Ca?* ATPase
de reticulo sarco/endoplasmatico isoforma 2 (SERCA-2) e canais para K* dependentes
de voltagem Kv 1.5 e aumento do RNA mensageiro para 3-MHC e fosfolambam (PLB).
No ano de 2007, nosso grupo demonstrou que, imediatamente apds o infarto do
miocardio em ratos, ocorre diminui¢cdo abrupta dos niveis séricos de T3 e de T4
provavelmente devido a indugdo ectdpica da enzima desiodase tipo 3, principal via
metabolica dos hormonios tireoidianos, no tecido cardiaco infartado (OLIVARES et al.
2007). Entretanto, com a evolucdo do quadro os niveis séricos de T4 permanecem
reduzidos a despeito da normalizacdo das concentragdes de T3 e tireotrofina (TSH). Até
0 momento, embora ainda ndo tenha sido descrita nenhuma hipltese para a
normalizacdo dos niveis séricos desses hormonios, dados do nosso laboratério
sustentam a hipotese de hiperativacdo da D2 no tecido adiposo marrom de ratos
infartados como um dos mecanismos responsaveis por este fendmeno (dados nao

publicados).

1.6 ESTROGENO
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1.6.1 Sintese de Estrogeno

Os estrogenos endogenos, 17 B-estradiol, estrona e estriol, sdo ester6ides com 18
atomos de carbono, derivados do colesterol e sintetizados nos ovarios, testiculos e
glandulas adrenais (GRUBER et al, 2002). A sintese dos estrogenos é descrita a seguir.

Apos se ligar a receptores lipoprotéicos, o colesterol é capturado por células
esteroidogénicas e levado aos sitios de sintese de esteroides. Os diferentes horménios
esteroides sdo formados pela clivagem da cadeia lateral que se projeta do anel D do
colesterol - reduzindo o nimero dos atomos de carbono de 27 para 18 - que ocorre nas
mitocondrias de tecidos formadores de horménios esteroides. O passo limitante na
producdo de esteroides é a transferéncia do colesterol do citosol para a membrana
interna mitocondrial, realizado pela proteina reguladora aguda da esteroidogénese -
StAR. Todas as reacdes de hidroxilacdo e oxigenacdo que ocorrem durante a biossintese
de esteroides, sdo catalisadas por oxidases de fungdo-mista (citocromo P450
mitocondrial), que utilizam NADPH e O2 (NELSON & COX, 2000).

Figura 2:Férmula estrutural do colesterol (Nelson & Cox, 2000)

A aromatizacdo, Ultimo passo no processo de formacdo de estrdgenos, é

catalisada pelas aromatases do complexo enzimatico citocromo P450, que funcionam
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como desmetilases, e estdo presentes no reticulo endoplasmatico liso (GRUBER et al,
2002). Essa etapa converte testosterona em estradiol, androstenediona em estrona e 16
a-hidroxiestrona em estriol (MEINHARDT & MULLIS, 2002). As fontes primarias de
estradiol sdo as células da teca e as células granulosas dos ovarios. Resumidamente, as
células da teca secretam androgenos, que se difundem para as células granulosas onde,
sob acdo das aromatases, sdo transformadas em estrégenos. A estrona e o estriol sdo
formados no figado e ovérios a partir do estradiol (GRUBER et al, 2002 e KLAASSEN,

2001).
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Figura 3: Biossintese de estrégenos — Modelo duas células-dois horménios (Aires, 3?

edicéo)

1.6.2. Transporte e Metabolismo de Estrogenos
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Por serem altamente hidrofébicos, os hormonios esteroides sdo transportados,
por proteinas carreadoras especificas, dos 6rgdos produtores até os respectivos tecidos-
alvos, onde passam para 0 meio intracelular por difusdo simples e se ligam a receptores
nucleares. (GRUBER et al, 2002).

O estradiol se liga de modo reversivel a uma B-globulina (ligante de horménios
esteroides) e, com menos afinidade, a albumina. Cerca de 2 a 3 % do estradiol total se
encontra livre no plasma (GRUBER et al, 2002).

Segundo Blom e colaboradores (2001), os estrogenos sdo metabolizados por
sulfotransferases (sulfatacdo) ou pela UDP-glucuronosiltransferase (glucuronidacédo) e
0s conjugados sdo excretados na bile e na urina. A hidrdlise desses conjugados pela
flora intestinal possibilita a subsequente reabsorcdo do estrogeno, resultando em uma
recirculacdo entero-hepaética.

Os estrogenos também sdo metabolizados por hidroxilacdo e subsequente
metilacdo, formando catecOis e estrogenos metoxilados (OSAWA et al, 1993). A
hidroxilagdo de estrogenos leva a formacdo dos catecOis estrdgenos, e.g., 2-
hidroxiestrogenos, 4-hidroxiestrogenos e 16a- hidroxiestrogenos. Dentre estes, a 4-
hidroxiestrona ¢ o 16 a-hidroxiestradiol sdo considerados carcinogénicos (GRUBER et
al., 2002 e ZHU & LIEHR, 1993). A metilacdo de 2-hidroxiestrogenos e 4-
hidroxiestrogenos pela catecol-O-metiltransferase da origem a metabolitos metoxilados
(GRUBER & HUBER, 2001). Os catecodis-estrogenos se ligam a receptores de
estrogénio e possuem fraca atividade estrogénica em animais. Além disso, os catecois-
estrogenos sdo capazes de manter um processo de oxi-reducdo ciclico e continuo
formando quinonas intermediarias (GRUBER et al, 2002). Devido a formacdo de
radicais livres durante esse processo, e a ligacdo covalente desses intermediarios ao

DNA, os estrdgenos podem apresentar atividade genotoxica (LIEHR, 2000).

2.5.3 Mecanismo de Acéo do Estrdgeno

Os estrogenos desencadeiam suas agdes bioldgicas (agonistas e antagonistas) em
diferentes tipos celulares, por meio de ligacdo a receptores nucleares especificos, 0s
receptores de estrogénio (ER), membros da superfamilia dos receptores nucleares (que
incluem também os receptores do acido retindico e de hormonios tireoidianos).

O ER livre no citoplasma ou localizado na membrana nuclear se encontra ligado

a proteinas receptores-associadas. Estas proteinas servem como “chaperones™ que
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estabilizam o receptor no seu estado inativo ou “mascaram” o dominio de liga¢do ao
DNA do proprio receptor (SMITH & TOFT, 1993). A localizacdo exata do ER (assim
como de outros receptores de esteroides) ndo é totalmente conhecida, embora o mais
provavel seja que os receptores se encontrem distribuidos igualmente entre o citoplasma
e 0 ndcleo celular, equilibrio este alterado apds a ligacdo a estrégenos (GRUBER et al.,
2002).

Quando o estrdgeno se difunde para 0 meio intracelular, ele se liga ao dominio
de ligacdo ao ligante do receptor que, por sua vez, se dissocia dos seus “chaperones'.
Esse complexo formado pelo receptor e pelo estrogeno (ER-E), se difunde para o
interior do nucleo da célula e se liga a sequéncias especificas nas regides promotoras do
DNA, chamadas elementos de resposta a estrégenos. Dessa maneira ocorre a
estimulacdo ou supressdo da transcricdo dos genes alvo dos estrogenos, também
influenciada pela ligacdo a proteinas co-reguladoras (coativadores e co-repressores)
(PETTERSSON et al., 1997. Os estrdgenos também podem regular a transcricdo de
genes que ndo possuem o0s elementos de resposta a estrogenos, interferindo com a
atividade de outros fatores de transcricdo, como por exemplo, ligando-se a subunidades
da proteina de ativacdo-1 (WEBB et al., 1995).

Estudos demonstram a presenca de receptores do estrogeno alfa e beta nos
cardiomiécitos e fibroblastos. Estes receptores do estrégeno sdo funcionais e tem
mostrado regular a expressdo de genes especificos do coracdo e o gene da conexina 43,
responsaveis pela juncdo gap e regulada pelo estrogeno (SAUNDERS et al., 1997,
GROHE et al., 1997). Niveis do RNAm do receptor alfa sdo 0s mesmos no coragdo de
homens e mulheres. Por outro lado, os niveis do receptor beta sdo maiores nos coraces
de fémeas (MAHMOODZADEH et al., 2006).

Estudos mostram que o estrogeno também possui acdes rapidas, através da
ligagdo a receptores de membrana plasmatica. A ligacdo do estrégeno a ERs de
membrana promove sinalizacfes celulares que geram segundos mensageiros e
desencadeiam potenciais acdes bioldgicas em uma variedade de células alvo (PIETRAS
e SZEGO, 1977 e 1980; KELLY et al., 1976; KELLY e LAGRANGE, 1998). A
transducédo de sinal pode ocorrer devido & ativagdo de proteinas G pelo estrogeno, que
pode ocorrer direta ou indiretamente (KELLY e WAGNER, 1999). A ativacdo de
proteina G leva a modulacdo de etapas de “downstream”, que possui acdes celulares
discretas, que incluem a ativacdo de canais para K* (KELLY, 1980). E provavel que os

ERs de membrana utilizem a ativag&o via tirosina kinase para importantes a¢cbes como a
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proliferacdo celular (MIGLIACCIO, 1996). Dessa forma, uma variedade de acOes

celulares pode ser influenciada por a¢bes do estrogeno sobre receptores de membrana.

1.6.4 Estrogeno e o Sistema Cardiovascular

A incidéncia de doengas cardiovasculares difere significativamente entre
homens e mulheres em decorréncia de fatores de riscos e hormonais (BARRETT-
CONNOR, 1997).

Existem fortes evidéncias do efeito cardioprotetor direto do estrégeno em
diferentes espécies (VAN EICKELS et al., 2001). Sabe-se que a mulher tem menor
incidéncia de doencas isquémicas cardiacas antes da menopausa mas perde esta
vantagem quando entra na menopausa, sugerindo que o horménio feminino,
particularmente o estrogeno representa um importante papel na redugdo do risco de
doencas isquémicas cardiacas. (SULLIVAN et al., 1998; GRODSTEIN & STAMPFER,
1995). Estudo realizado por Hale e colaboradores 1996 demonstrou que o estrégeno
reduziu o tamanho do infarto e arritmias ventriculares induzidas por isquemia sem
alterar os parametros hemodinamicos, sugerindo que o estrogeno tenha acao direta no
coracao.

As mulheres apresentam menor incidéncia de hipertrofia ventricular esquerda,
porém esta vantagem se perde na pds-menopausa, aumentando dramaticamente sua
incidéncia quando comparadas aos homens (AGABITI 2002). Estudos experimentais
vém colaborando para o melhor entendimento dos processos envolvidos no aumento do
risco cardiovascular apds a menopausa (ADAMS, 1981; SHWAER, 1997). Estes
estudos sugerem que o principal mecanismo de cardioprotecdo dos estrogénios seria a
preservacao da funcdo endotelial, pela inibicdo da proliferacdo da célula muscular lisa,
das agOes antioxidantes e da melhora da reatividade vascular, os quais induziriam um
melhor equilibrio na funcdo vasodilatadora/vasoconstritora, com consequente
diminuicdo dos riscos cardiovasculares (LIMA, 2005)

O estrogeno protege o coragao contra a morte por apoptose e necrose, bem como
a deposicéo de fibrose no tecido cardiaco (CAMPER-KIRBY et al., 2001).0 Estrdgeno
possui efeitos na parede dos vasos envolvendo numerosos mecanismos moleculares,
podendo modular a funcdo vascular pelo aumento da produgdo do 6xido nitrico pela
estimulagdo da sintetase Oxido nitrico endotelial ( WEINER et al., 1994) e pela
diminuicdo dos niveis de endotelina- 1 (YLIKORKALA et al., 1995). Alem disso,
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varios estudos sugerem uma atenuacdo no remodelamento cardiaco (incluindo a
hipertrofia cardiaca) devido as acbes do estrégeno (BUTTRICK & SCHEUER, 1992;
VAN EICKELS et al., 2001; BABIKER et al., 2004).

No passado, a terapia de reposi¢cdo hormonal era comumente usada para prevenir
doenca cardiovascular em mulheres na poés-menopausa (GRODSTEIN etal., 1997,
2000; REIS, etal., 2000; ALEXANDERSEN, etal., 2006). No entanto, o resultado da
“Women's Health Initiative” sugeriu que o estrogeno nao estabelece protecdo contra o
desenvolvimento de doencas coronarianas e infarto do miocardio (ROSSOUW, 2002).

Ja foi demonstrado que a administracdo aguda de 10° M de 17 B-estradiol inibiu
o influxo de Ca*" através dos canais de Ca?* tipo L pela inibicdo dos receptores P-
adrenérgicos cardiaco (MEYER et al., 1998 ; LI et al., 2000). Acredita-se que esta
modulacdo inibitéria do estrégeno sobre os receptores - adrenérgicos no influxo de
calcio deva diminuir a frequéncia cardiaca e a forca de contracdo. Deste modo, ha
reducdo do consumo de oxigénio e consequentemente cardioprotecdo (LI et al., 2000).
Por outro lado, Kenneth e colaboradores 2004, demonstraram que a administracdo
aguda de 10°M 17 B-estradiol no coracdo isolado de ratas ovariectomizadas ndo
promoveu cardioprotecéo.

Curiosamente, estudos clinicos ndo conseguiram demonstrar reducdo dos
episodios de doenca cardiaca em mulheres na pos-menopausa submetidas a terapia de
reposicdo com estrogeno (GRADY et al., 1992 , MENDELSOHN, et al., 2001) e o
papel terapéutico do 17-B estradiol continua controverso e pouco conhecido
(ROSSOUW et al., 2002).

1.6.5 Estrogeno e a Regulacdo Hidroeletrolitica

Antunes-Rodrigues et al. 1963 foram os primeiros a demonstrar reducgéo
espontanea da ingestdo de &gua por ratas fémeas intactas durante o estro e aumento
durante o diestro, sugerindo uma possivel influéncia do estrégeno no controle do fluido
corporal. Posteriormente outros estudos observaram aumento da ingestdo de dgua em
ratas ovariectomizadas (OVX), sendo este comportamento atenuado pela reposi¢do com
estrogeno (VIJANDE et al., 1978; CARLBERG et al., 1984; KRAUSE et al., 2003). O
estrégeno também parece influenciar no apetite por sodio, como observado no estudo de
Stricker e colaboradores (1991), em que foi observado aumento do consumo de NaCl

por ratas OVX apos privacao de sodio e, este efeito foi atenuado pela reposicdo com
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estrogeno. Corroborando estes dados, ja foi descrito que a reposicdo com estrégeno
reduz a ingestdo de sal induzida por injecOes intracerebroventriculares de angioll em
ratas OVX (DO-VALE et al. 1995; MECAWI et al. 2007). Neste contexto, tem sido
evidenciada a influéncia do estrégeno sobre SRA em estudos que demonstram inibicdo
do receptor de angioll do tipo 1 e da expressdo da enzima conversora de angiotensina
no SFO (DEAN et al., 2006; KISLEY et al., 1999; KRAUSE et al., 2006). Acredita-se
que o estrogeno desenvolva acgdes centrais sobre a regulacdo hidroeletrolitica, também
devido a localizacdo de receptores para estrogeno em areas centrais envolvidas no
controle hidroeletrolitico (SIMERLY et al., 1990; ROSAS-ARELLANO et al. 1999;
STERN et al., 2003). Estes efeitos centrais do estrdgeno sobre a homeostase
hidroeletrolitica sdo amplamente discutidos entorno da sua acdo cléssica, por meio da
ligacdo aos receptores ERa ¢ ERPB com efeitos sobre a expressdo e transcrigdo génica.
No entanto tem sido evidenciado que as acOGes do estrogeno sobre a regulacéo
hidroeletrolitica ndo se restringem aos seus efeitos genémicos, mas também a efeitos
ndo gendmicos, que ocorrem mais rapidamente (FANNON et al., 2001;
FALKENSTEIN et al., 2000). Sendo assim, acdes centrais do estrogeno podem alterar a
regulacdo do fluido corporal durante o ciclo reprodutivo e, além disso, respostas
compensatérias a alteracbes na homeostase hidroeletrolitica podem ser influenciadas
pelo estrdgeno.

1.6.6 Estrogeno e a Funcdo Tireoidiana

Em humanos, o sexo feminino apresenta maior prevaléncia de doencas
tireoidianas em relacdo ao sexo masculino. Essas alterac6es, frequentemente aparecem
associadas a alteracbes hormonais femininas, como durante a puberdade, gravidez e
menopausa (FUKUDA et al., 1975; URBAN, 1992; DONDA et al., 1990).

Em ratos adultos, tém sido descritas varias diferencas na funcdo tireoidiana
relacionadas ao sexo, em particular menor concentracdo de T4 e TSH plasmaticos e
elevado nivel de T3 em fémeas comparadas com ratos machos (RAPP & PYUN, 1974;
FUKUDA et al., 1975; GREELEY et al, 1983; CHEN 1984; CORREA DA
COSTA et al., 2001; MOREIRA et al., 2005).

Donda et al., (1990) e Santini et al., (1994) demonstraram, em ratos,
menor atividade e conteddo da desiodase tipo 1 (D1) no figado de fémeas

comparado com machos, ndo havendo diferenca no rim. Esta diferenga, que foi abolida
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apos a castracdo dos animais, também foi observada por Harris et al., (1979).
Corroborando estes resultados, Miyashita et al. (1995) detectaram, em animais
normais ou tireoidectomizados, atividade e RNAm para D1 hepatica menores em
fémeas. Contrario a estes achados, Lisb6a (1997) observou que a atividade D1 no
figado, e D1 e D2 na hipéfise, eram significativamente menores nos machos do que nas
fémeas; e Corréa da Costa et al. (2001) também mostraram que a atividade D1 hepética
€ menor nos ratos machos, ndo havendo diferencas entre os sexos na D1
tireoidiana, enquanto que Lisbba (2001) encontrou a atividade da D1 na tireoide menor
nas fémeas, e a atividade D2 tireoidiana ndo sendo influenciada pelo sexo.

Farbota et al. (1987), e Chen & Walfish (1978a e 1978b), ndo observaram
alteracdes do TSH em ratas castradas por 4 e 2 semanas, respectivamente. Lisboa et al.
(1997) demonstraram que a ovariectomia e a reposicdo com estradiol em doses
fisiolégicas ndo modificaram o TSH sérico, mas com doses suprafisiologicas
houve elevacdo do TSH sérico. Christianson et al. (1981) e Lishba et al. (1997)
ndo detectaram alteracfes no T3 e T4 séricos em ratas castradas tratadas ou ndo com
estradiol, mas Lima et al. (2006) demonstraram diminuicdo significativa do T3
sérico em ratas castradas e sua normalizacdo apds reposicao com estrégeno. Miyashita
et al. (1995) relataram que a ovariectomia, ou o tratamento com [-estradiol, ndo
alteraram 0 RNAm nem a atividade D1 hepatica. Em contrapartida, Harris et al. (1979)
sugeriram haver aumento da atividade D1 hepatica em ratas castradas tratadas
com benzoato de estradiol . Lisbda et al. (1997 e 2001) verificaram que trés
semanas ap0s a castragdo de ratas a atividade D1 hepatica e hipofiséria
diminuiram, e a reposi¢do com benzoato de estradiol aumentou a atividade de D1 nestes
dois tecidos para valores similares aos do controle, além de ter causado aumento da
D1 na tireoide, e ndo ter alterado a D2 hipofisaria. Foi observado, ainda, que a
administracdo de progesterona a ratas castradas inibiu a atividade D1 hepatica, sem
afetar a hipofisaria, porém reduziu o efeito do estrogénio em ambos os tecidos.

Resumindo, a importancia do estrégeno na funcéo tireoidiana de ratos ainda néo
estd totalmente esclarecida e a maioria desses estudos relatam dados controversos.
Provavelmente, isso acontece ndo sé devido as diferentes linhagens de ratos utilizadas,
mas principalmente aos diferentes estagios de desenvolvimento desses animais e as
diferentes metodologias empregadas.

Porém, mesmo com a dificuldade de racionalizar os dados referentes a influéncia

do estrogeno (e de outros horménios sexuais femininos) na fisiologia do eixo
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hipotalamo-hipofise tireoide, bem como, no metabolismo dos hormdnios tireoidianos, a
busca por alcas de integracdo endocrina, ndo devidamente estudadas até entdo, mas que
impactam sobremaneira no sistema cardiovascular, pode abrir novas perspectivas para o
melhor entendimento das diferencas fisiopatologicas na evolugdo da ICC entre machos
e fémeas e propiciar abordagens terapéutica mais eficazes que as atuais em futuro
proximo.

Neste estudo, pretende-se avaliar o impacto da ovariectomia, bem como da
reposicdo com estrégeno, em aspectos relativos a regulacdo hidroeletrolitica e a funcao
cardiovascular em fémeas infartadas e contribuir para o melhor entendimento do
dimorfismo sexual concernente a evolucdo e gravidade da insuficiéncia cardiaca

induzida pelo infarto do miocardio em ratos.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o dimorfismo sexual e o papel do estrégeno nas alteracdes da funcéo
cardiaca, do equilibrio hidroeletrolitico e do status tireoidiano de ratos Wistar

submetidos ao infarto do miocéardio experimental.

2.2 OBJJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar o possivel dimorfismo sexual nas alteragdes morfofuncionais cardiacas

durante a progressao do infarto do miocardio em ratos.

Avaliar o papel das alterac6es do sistema nervoso autbnomo no dimorfismo
sexual da funcdo cardiaca durante a progressdo da insuficiéncia cardiaca em

ratos.

Investigar as alteragBes hidroeletroliticas e relaciona-las com as alteracdes
funcionais durante a progressao fisiopatoldgica do infarto do miocardio em ratos

machos e fémeas.
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Caracterizar o status tireoidiano e ralaciona-lo com as alteracbes na fungéo

cardiaca de ratos machos e fémeas.

Investigar o papel do ovéario, bem como especificamente do estrogeno, nas
possiveis alteracbes funcionais cardiacas, autonémicas, hidroeletroliticas e

tireoidianas em ratas submetidas ao infarto experimental.

3. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a importancia das doencas cardiovasculares, € indispensavel o
aprofundamento no conhecimento dos seus mecanismos fisiopatoldgicos, bem como, a
possibilidade de novas estratégias terapéuticas para o combate dessas doencas,
principais causadoras de mortes no mundo. Nesse contexto, a diferenca de incidéncia
das doencas cardiovasculares e do desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca entre
homens e mulheres, torna de grande importancia o entendimento do dimorfismo sexual
dos sistemas que apresentam importante influéncia no desenvolvimento da insuficiéncia
cardiaca, como o sistema nervoso autbnomo simpatico e os sistemas de regulacéo
hidroeletrolitica e que podem ser influenciados pelos hormoénios gonadais e tireoidianos.
Diante da auséncia de estudos que relacionem a influéncia da regulacao hidroeletrolitica
em ratos fémeas, apds o infarto do miocardio, torna-se imperativo o desenvolvimento de

estudos que busquem preencher esta lacuna na literatura.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 APRECIACAO BIOETICA DA EXPERIMENTACAO ANIMAL

Este projeto de pesquisa seguiu as normas e conceitos éticos da Comissdo de
Etica na Pesquisa da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (COMEP). O
projeto foi aprovado pelo comité de ética Institucional, sob o nimero do protocolo
experimental 23083004369-2012/66. Além disso, todas as normas propostas pelo
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”, publicado pelo Instituto de
Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH Publication No. 85-23, revised 1996)

foram também respeitadas.
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4.2 ANIMAIS

Ratos Wistar machos e fémeas pesando entre 200 e 250g foram obtidos do
biotério da UFRuralRJ e permaneceram ao longo do experimento no Laboratorio de
Farmacologia do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da presente Universidade com
climatizacdo, fotoperiodo (12 horas por periodo) e em caixas contendo no maximo 4

animais e com &gua potavel e racdo ad libitum.

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais foram montados de acordo com o objetivo de cada
etapa. Assim, foram montadas trés etapas para a investigacao de hipoteses levantadas a

partir dos resultados prévios, obtidos da etapa anterior.

ETAPA 1: estudo seriado no modelo de infarto do miocardio em ratos machos e

fémeas — avaliacdo do dimorfismo sexual.

Nesta etapa a hipotese central a ser testada era a de que a funcéo cardiaca e
o remodelamento cardiaco das fémeas estariam mais bem preservados que a dos
machos ap6s o infarto do miocardio experimental. Caso esta hipdtese fosse
confirmada, investigacdes adicionais seriam realizadas para justificar, pelo menos
em parte, tais diferencas. Assim, o foco desta etapa foi avaliar o possivel
dimorfismo sexual i) no balanco simpato-vagal cardiaco, ii)na regulacéo
hidroeletrolitica e iii)nos niveis séricos de horménios tireoidianos. Para tanto, os

seguintes grupos foram montados nessa etapa:

a) Grupo Sham.M (n = 8) — Ratos machos falso-operados para a cirurgia de IM.
b) Gupo INF.M (n = 10) — Ratos machos submetidos ao IM.

c¢) Grupo Sham.F (n = 10) — Ratas fémeas falso-operadas para a cirurgia de IM
d) Grupo INF.F (n = 11) — Ratas fémeas submetidas ao IM.

ETAPA 2: Estudo da participacdo das gonadas femininas nas alteracfes

encontradas 4 semanas apos infarto do miocardio.
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Como destacado anteriormente, nesta Etapa, os parametros alterados na
Etapa 1 foram investigados com o objetivo de buscar argumentos que justificassem
tais alteracdes. Assim, a hipdtese principal a ser testada nesta fase foi a de que os
hormonios gonadais femininos pudessem, pelo menos em parte, justificar as
alteracbes encontradas na etapa anterior. Para tanto, 0s seguintes grupos

experimentais foram montados:

a) Grupo Shamint (n = 10): Ratas fémeas intactas e falso-operadas para cirurgia de IM.
b) Grupo INFinT (n = 11): Ratas fémeas intactas e submetidas ao 1M experimental.

¢) Grupo Shamovx(n = 14): Ratas fémeas ovariectomizadas e falso-operadas para a
cirurgia de IM.

d) Grupo INFovx (n = 10): Ratas fémeas ovariectomizadas e submetidas ao IM.

ETAPA 3: Estudo da influéncia do estrogeno nas alteracBes encontradas 4

semanas apos infarto do miocéardio.

a) Grupo Shamowx+veic. (N = 12): Ratas fémeas ovariectomizadas tratadas com veiculo
(6leo de girassol)e falso-operadas para a cirurgia de IM.

b) Grupo INFowx+veic. (N = 10): Ratas fémeas ovariectomizadastratadas com
veiculosubmetidas ao infarto experimental.

c) Grupo Shamowx+e2 (N = 6): Ratas fémeas ovariectomizadas e tratadas com cipionato
de estradiol na dose de reposicao e falso-operadas para a cirurgia de infarto.

d) Grupo INFow+e2 (N = 7): Ratas fémeas ovariectomizadas e tratadas com cipionato de

estradiol na dose de reposicdo e submetidas ao infarto do miocérdio.
Para efeito de melhor entendimento do racional utilizado nas etapas

sucessivas deste estudo, a Figura 4 mostra um algoritmo simplificado utilizado

para a decisdo dos estudos realizados em cada etapa
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Etapa 1. Existe dimorfismo sexual na fungiio ecocardiogrifica ¢
anatomopatologica de ratos Wistar submetidos ao IM?

|
!

!
=

Etapa 1 (continuagio). Podem essas diferengas serem devido as alteragbes
autonémicas, hidroeletroliticas ou endocrinas (horménios tireoidianos)?

|
! !

Sim, especialmente hidroeletroliticas e endocrinas
(hormdnios tireoidianos)

Etapa 2. Os horminios gonadais femininos tem participa¢ao
importante nessa alteraghes?

J

| Sim, especialmente nas alteragdes hidroeletroliticas. |

!

| Etapa 3. 0 estrigeno tem participagio importantc nessas alteragdcs? |

Figura 4. Algoritmo do racional dos experimentos planejados em cada etapa. Note que as
etapas foram montadas de acordo com o0s resultados mais relevantes obtidos na etapa
imediatamente anterior.

44 TECNICA DE PRODUCAO DO INFARTO CICATRIZADO DO
MIOCARDIO

O infarto experimental em ratos foi realizado como descrito por Johns&Olson
(1954) e Selyeet al (1960) e modificado pelo nosso grupo (OLIVARESet al., 2004;
OLIVARESet al., 2007; TRINDADE et al., 2007). Assim, 0s animais foram mantidos
sob anestesia inalatéria com o anestésico inalatério Isoflurano (Isoflurano, Biochimico),
fixados em uma pequena mesa cirirgica de madeira em decutbito dorsal e intubados em
nivel traqueal para a ventilagio mecanica (ventilador mecénico — Insight®). Apds a
tricotomia em nivel toracico, 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
juncéo dos tercos inferior e médio da distancia entre a clavicula e o rebordo costal. Em
seguida, os mauasculos peitoral maior e menor foram dissecados objetivando a
visualizacgdo do gradil costal esquerdo.

Neste momento, foi procedida uma sutura em bolsa da pele e dos mudsculos da

regido, deixando o no aberto até o término da cirurgia. Com o auxilio de uma pinga
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hemostatica (Kelly reta) foi feita a incisdo entre 0 4° ou 5° espaco intercostal esquerdo,
através do qual o coracdo foi exteriorizado por meio de uma suave compressao manual
torécica direita. Apds a localizacdo da artéria coronaria esquerda (geralmente sob a
auricula esquerda), a mesma foi ligada com fio de seda 6-0 através de um n6 duplo o
mais préximo possivel de sua origem na aorta. Em seguida o coracdo foi recolocado
rapidamente em sua posicao anatémica original e o n6 da sutura em bolsa foi finalmente
fechado. Caso fosse necessario, apos a extubacdo, os animais foram submetidos a
ventilacdo mecéanica através de um pequeno ambu, de fabricacdo doméstica, com o
intuito de estimular os movimentos respiratérios 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 o0 no cirurgico. Para a analgesia
e antibioticoterapia foram administradas 0,03mL/rato do
analgésico/antiinflamatdrioKetoflex® (cetoprofeno 1%) e 0,2mL/rato de Pentabidtivo
Veterinario® (Fort Dodge Salde Animal) respectivamente.

Apds a recuperacdo da anestesia, isto é, animais exibindo atividade motora
espontanea e deambulacdo, os mesmos foram reconduzidos ao biotério e mantidos com
agua e racdo ad libitum.

A Figura 5 mostra uma representacdo esquematica do procedimento empregado

para a realizacdo da cirurgia de infarto.

Ligadura da
artéria corondria
esquerda para
a induglo do
infarto

(%4

Infarto
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Figura 5. Desenho representativo do procedimento para a obtencdo do infarto experimental.
Note que a ligadura da artéria coronaria esquerda é feita somente no ramo descendente anterior
(DA), deixando livre o ramo circunflexo (CX). (Obtido de Terese Winsiow & Lydia Kibiuk,
NHI - Junho 2001).

4.5 OVARIECTOMIA E REPOSICAO HORMONAL

Para ovariectomia as fémeas foram submetidas a anestesia com uma mistura de
cloridrato de ketamina (50 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (5 mg/kg) IP, tendo em
seqguida, foi realizada a excisdo bilateral dos ovarios. Um grupo de ratas
ovariectomizadas foi entdo submetido a reposicdo com cipionato de estradiol (Pfizer) na
dose de 1,0 ng/100g de peso corporal por dia, por via subcutanea e outro grupo recebeu
veiculo (6leo de girassol) no mesmo volume, como descrito anteriormente por
MECAWI et al. 2011.

4.6 EXAME ECODOPPLERCARDIOGRAFICO
4.6.1 Preparagdo dos Animais

Os exames foram realizados como descrito anteriormente pelo nosso
grupo(OLIVARESet al., 2004; OLIVARESet al., 2007; TRINDADE et al., 2007). Ap6s
a anestesia, como ja descrita para o infarto experimental, foi realizada a tricotomia
desde a regido toracica até, aproximadamente, o terco superior da regido abdominal. Em

seguida os animais foram colocados em decubito dorsal para a realizacdo do exame.

4.6.2 Ecocardiografo

Foi utilizado um equipamento comercialmente disponivel (Sonosite, modelo
Titan) que permite a obtencdo de imagens nos modos unidimensional e bidimensional e
analise das velocidades de fluxo pelas técnicas de Doppler pulsado e continuo, além do
mapeamento de fluxo em cores. Os transdutores utilizados foram do tipo linear na faixa
de 7,0 a 10 MHz.

4.6.3 Imagens
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Os cortes ecocardiogréaficos obtidos seguiram a nomenclatura descrita pela
Sociedade Americana de Ecocardiografia (ASE). O animal foi colocado em decubito
dorsal e as imagens longitudinais, transversais, e apicais sequencialmente obtidas. Estas
foram gravadas em pendrivepara posteriormente serem realizadas as anélises e a

digitalizagéo das imagens representativas de cada animal.

4.6.4 Medidas

A andlise ecodopplercardiografica foi realizada por um Unico observador
experiente da técnica, que desconhecia a procedéncia dos animais quanto aos grupos
experimentais aos quais eles pertenciam. As medidas realizadas no Modo-M, orientadas
pelo bidimensional, incluiram os seguintes parametros: geometria cardiaca e a funcao
sistolica e diastdlica do VE. Tais valores sdo obtidos de acordo com o padrdo da
Sociedade Americana de Ecocardiologia e descrito por Sahnet al. (1978). O didmetro do
atrio esquerdo e da aorta, os valores de espessura da parede anterior e parede posterior
do VE em diéstole e os diametros diastolico e sistolico finais do VE foram

determinados em mm no Modo-M.
4.6.4.1 Geometria do coragao
Para a andlise da anatomia cardiaca foram selecionados os seguintes parametros:
a) diametro interno do atrio esquerdo (AE) em mm;
b) didmetro interno da aorta (Ao) mm;
c) relacdo AE/A0;
d) didmetro diastolico final do ventriculo esquerdo (DDFVE) mm;
e) diametro sistolico final do ventriculo esquerdo (DSFVE) mm.

4.6.4.2 Funcdo sistolica

Para a funcdo sistolica foi determinada a fracdo de encurtamento do VE.
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a) Fracdo de encurtamento — a FEnc% foi calculada através da diferenca entre o
DDFVE e o DSFVE, dividida pelo DDFVE e multiplicado por 100. Da seguinte forma:

FENnc% = [(DDFVE — DSFVE) / DDFVE] x 100

4.6.4.3 Fungéo diastdlica

Para a funcdo diastolica, foram utilizados os indices derivados da velocidade de
fluxo diastélico mitral obtido pela técnica de Doppler pulsatil. Tais indices
compreenderam:

a) onda E: maior valor da velocidade de fluxo inicial do enchimento ventricular;

b)onda A: maior valor da velocidade de fluxo telediastdlico mitral;

c) relacdo E/A: relacdo entre a velocidade maxima da onda E e a velocidade
méaxima da onda A. Os animais que apresentaram relacdo E/A acima de 3 foram
classificados como padrao “restritivo”. (LITWIN et al., 1994, 1995; TANAKA et al.,
1996; HOIT et al, 1997; OLIVARES et al., 2004)

4.7 ESTUDO DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

A frequéncia cardiaca apresenta flutuacdes, que em grande parte sdo periddicas,
estas alteracGes sdo moduladas, principalmente, pelo sistema nervoso autbnomo, sendo
0 parassimpatico o componente que reduz a frequéncia cardiaca e aumenta a
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e o simpético, 0 componente que aumenta a
frequéncia cardiaca e reduz a VFC. Isto permite que a VFC determinada em registros
eletrocardiogréaficos e seja avaliada através de medidas no dominio da frequéncia. Sendo
assim,o registro continuo do eletrocardiograma durante periodos curtos ou prolongados
(24h) e a subsequente representacdo grafica dos intervalos RR normais em relagdo ao
tempo (tacograma), da origem a um fenémeno ondulatério complexo, que pode ser
decomposto em ondas mais simples, por meio de algoritmos matematicos, como a
transformacdo rapida de Fourier ou 0 modelo autorregressivo. Este processo €

denominado anélise espectral e permite decompor o sinal eletrocardiografico oriundo do
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tacograma (série temporal) em seus diferentes componentes de frequéncia, ou seja, nas
chamadas bandas de frequéncias. Vale lembrar que a frequéncia refere-se ao niumero de
vezes que um determinado fenbmeno ocorre em relacdo ao tempo. A unidade de
frequéncia comumente utilizada é o Hertz (Hz), que equivale a um ciclo por segundo.

Portanto, uma série temporal determinada por ciclos cardiacos sucessivos pode ser
decomposta em seus componentes periddicos e, cada uma das frequéncias que
compdem a analise espectral pode ser quantificada em sua amplitude (magnitude). Além
disso, o célculo da area compreendida em cada faixa de frequéncia (que € proporcional
ao quadrado da amplitude do sinal original) permite separar a quantidade de variancia
(poténcia) atribuida a cada frequéncia.

Esta forma de analise permite avaliar individualmente a participacdo do sistema
nervoso simpatico e parassimpatico em diferentes situacbes fisioldgicas e

fisiopatoldgicas, podendo assim ser mais bem estudadas.

4.7.1 Preparacao dos animais e realizacdo dos registros eletrocardiogréaficos

Os animais foram imobilizados e tricotomizados em toda a extensdo toracica,
sendo acoplado, a cada hemitérax, um eletrodo de espuma (3M do Brasil Ltda, Sumaré-
SP, Brasil) de aproximadamente 1,5 centimetros de didmetro. Momentos antes do
registro foram conectados ao sistema de aquisicao eletrocardiografico do Departamento
de Ciéncias Fisiologicas da UFRRJ (ADinstruments®), para registro do ECG. Os sinais
foram adquiridos com a frequéncia de 10 k-hertz e amplitude com resolucéo de 12 bits
e, para visualizagdo e analise dos registros, foi utilizado o software AcqKnowledge®
(versdo 3.8.1).

4.7.2 Processamento dos sinais da variabilidade da frequéncia cardiaca

Todo o processamento dos sinais da VFC foi feito utilizando algoritmos baseados
em Matlab (PEREIRA-JUNIOR et al, 2006) do software Cardioseries (Versdol.1).
Apos a deteccdo de pico da onda R, foram gerados tacogramas de 600 segundos,
contando todas as flutuacOes cardiacas dentro deste periodo de tempo (PEREIRA-
JUNIOR et al, 2006). Para analise espectral da VFC (dominio da frequéncia), os
tacogramas foram redimensionados para intervalos iguais, pelo método de interpolacéo
clbica, a 10 Hz, e a tendéncia linear foi removida (PEREIRA-JUNIOR et al, 2006;
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AUBERT et al, 2009). O espectro de poténcia foi obtido com uma decomposi¢éo rapida
baseada no método de Fourier (periodograma de Welch: 256 pontos, 50% de
sobreposicao, e janela Hamming). Duas faixas de frequéncia foram determinadas: baixa
frequéncia (LF: 0,2-0,8 Hz) — correspondente a variacBes cardiacas com modulacéo
predominante do SNA simpatico; e alta frequéncia (HF: 0,8-2,5 Hz) — correspondente a
variagBes cardiacas tipicamente moduladas pelo SNA parassimpatico. A poténcia (ms?)
foi estimada como a &rea sob o espectro dentro dessas amplitudes de frequéncia
(PEREIRA-JUNIOR et al, 2006; AUBERT et al, 1999). A medida relacio LF/HF foi

realizada para estudo do balango entre o SNA simpatico e parassimpatico.

4.8 ESTUDO HIDROELETROLITICO

4.8.1 Afericdo da ingestdo de agua e sodio basais e volume urinério

A afericdo da ingestdo de agua e sodio (apos oferta de NaCl, 1,8%) foi realizada
em gaiolas metabdlicas dotadas de bebedouros volumétricos. A salina hipertbnica é
normalmente aversiva ao paladar de ratos, bem como para os seres humanos. A ingestdo
de salina por ratos ocorre apenas quando se manifesta um déficit na concentracdo de
sodio e no volume dos liquidos corporais. A ingestdo de fluidos foi expressa como
meédia do grupo (em ml/animal), em avaliacdo de 24h, com inicio as 18h seguido da
avaliacdo apds 24h (uma e quatro semanas apés a cirurgia). O parametro de preferéncia
por sodio foi quantificado pelo volume de ingestdo de salina hipertdnica dividido pelo
volume de fluidos totais (salina hipertonica e agua).A coleta da urina para quantificacdo
do volume foi realizada nos mesmos periodos que o dos fluidos.

Em todas as avaliacfes do estudo hidroeletrolitico, foram utilizados 6 animais
por grupo, em funcdo do numero de gaiolas metabolicas disponiveis em nosso

departamento.

4.9 ESTUDO BIOQUIMICO

4.9.1 Dosagem plasmatica de tiroxina (T4) e triiodotironina (T3)
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Para as dosagens plasmaticas os animais foram submetidos a anestesia inalatoria
com o anestésico inalatorio Isoflurano (Isoflurano, Biochimico) e coleta de sangue
através da veia jugular, com a utilizacdo de anticoagulante (heparina, na concentracao
de 10pg/mL). A seguir, o sangue foi centrifugado (5000 rpm por 20 minutos) e 0 soro
foi coletado e armazenado em ependorfs, numa temperatura de -20°C.

As concentracdes séricas de T3 e T4 foram determinadas através de Kit
comercial para radioimunoensaio (RIE) de T3 (DLS — 3100 Active®, TX, EUA) e T4
(DLS — 3200, Active®, TX EUA) totais, contendo anticorpos especificos aderidos a
parede dos tubos de polipropileno e com T3 e T4 ligados ao radiotragador (1251) com
atividade especifica de 5 uCi/ug (185 KBag/ug). As curvas padrao foram realizadas com
T3 e T4 em soro de rato livre de iodotironinas (soro zero) nas concentracdes de 25 a
1000 ng/dl e 1 a 50 pg/dl, respectivamente. Todo o procedimento foi realizado
seguindo-se as recomendagdes do fornecedor. Os resultados foram expressos em ng/di
para 0 T3 e em pg/dl para o T4. Em todos os radioimunoensaios as amostras foram
dosadas em duplicata e a deteccdo da radioatividade foi realizada em um cintilador de

fase solida Wizard(2470 WallacWizard™ automatic gamma counter).

4.9.2 Atividade iodotironina desiodase tipo 1 (D1)

Para a determinacdo da atividade de D1 no figado, foi utilizado 25mg de
figado/ml de tampdo as amostras foram homogeneizadas em tampdo sucrose-DTT (0,25
M sucrose e 10 mM DTT). Os homogeneizados foram armazenados a - 70°C até o
dia do ensaio. Aliquotas de 20 ul foram guardadas separadamente a -20°C para
dosagem de proteinas pelo método de Bradford (1976). As amostras foram solubilizadas
com NaOH 2,5 N pelo menos 30 minutos antes da dosagem (sempre em duplicata) e a
albumina bovina sérica (BSA — Sigma, MO, EUA) foi utilizada para a construcéo de
uma curva padrdo. O tracador radioativo foi purificado em virtude das desiodacdes
espontaneas das iodotironinas marcadas, mesmo na auséncia da enzima. Para a
purificacdo, foi utilizada uma coluna de 2ml de Sephadex L20 para se obter somente
o rT3 radioativo presente na solucdo. Uma aliquota de 70 pl do rT3 marcado foi
diluida em 12 ml de H.O Millig destilada e aplicada a coluna, seguindo uma lavagem
com 6 ml de H.O Millig. Desprezou-se os eluatos contendo radioiodeto e o rT3
marcado foi eluido com 4,5 ml de etanol 70%. O eluato de etanol 70% contendo a

iodotironina foi colhido em nove tubos de vidro, de onde foram retirados 5 pl para
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contagem da radiacdo gama no contador Wizard (2470 WallacWizard™ automatic
gamma counter). Os tubos com mais de 5.000 cpm/5 pl foram reunidos e
guardados a 4°C, ao abrigo da luz, até o dia seguinte, quando era realizado o
ensaio.

A atividade da D1 foi determinda em tampédo PE (100 mM fosfato de sodio, 1
mM EDTA, pH 6,9) contendo dithiotreitol (DTT) 10 mM (cofator da enzima), rT3 frio
1 uM, volume de homogeneizado tecidual calculado para conter 30 g de proteina por
figado, sendo a reacdo iniciada pela adi¢do de 50 pl do rT3-1251 (50000 cpm). Durante
60 minutos os tubos foram incubados a 37°C. Decorrido o tempo de incubacéo, a reacao
foi interrompida colocando-se os tubos em banho de gelo. Em seguida, foram
adicionados 200 pl de soro fetal bovino gelado e 100 ul de &cido tri-cloro acético
(TCA) 50% para a precipitacdo das proteinas. Os tubos foram agitados vigorosamente
no vortex durante 1 minuto e centrifugados (10000 rpm por 3 minutos,
microcentrifuga). Finalmente, 360 pl do sobrenadante foram transferidos para tubos de
contagem para medir a radioatividade no contador gama. A atividade da enzima foi

expressa em pmoles de rT3/ min. mg de ptn.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos como médias + erro padrdo da média e
submetidos a analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido do pds-teste de
Bonferroni. Os valores médios foram comparados nos diferentes grupos experimentais

com o grau minimo de significancia considerado 95% (P < 0,05) ou 99% (P < 0,01).

4.11 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Etapal: Estudo seriado no modelo de infarto do miocardio em ratos machos e

fémeas — avaliacdo do dimorfismo sexual.

Uma e quatro semanas apos a cirurgia de inducdo ao infarto do miocéardio de
ratos machos e fémeas (grupos Sham-M e Sham-F: falsa operagéo e grupos INF-
M e INF-F: cirurgia de inducdo ao infarto do miocardio) foi realizada a
avaliagdo morfofuncional dos animais de todos 0s grupos experimentais, por

meio da ecodopplercardiografia, como descrito no item 4.5, bem como a
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avaliacdo da variabilidade da frequéncia cardiaca, como descrito no item 4.6. No
mesmo periodo, os animais foram anestesiados para coleta de sangue pela veia
jugular direita para dosagens de T3 e T4. Além disso, na primeira e na quarta
semanas apos a cirurgia de inducdo ao infarto do miocardio, foi realizado o
estudo do equilibrio hidroeletrolitico (item 4.7). Na quarta semana foi realizada a
eutandsia dos animais de cada grupopara coleta de tecidos para biometria. A
Figura 6 representa o protocolo experimental que foi utilizado nesta primeira

™

Eutandsia - Coleta de Tecidos
Biometria
* Pesos relativos (pulmdo,
figado, coracdo)

Figura 6: Protocolo experimental da primeira etapa do projeto. Grupos Sham-M e Sham-F (falsa operagdo
em machos e fémeas, respectivamente) e INF-M e INF-F (cirurgia de inducdo ao infarto do miocardio em
machos e fémeas, respectivamente). A esquerda, D refere-se ao dia.
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Etapa 2: Estudo da participacao das gdnadas femininas nas alteracfes encontradas

4 semanas apos infarto do miocéardio.

Nesta etapa, foi realizada a excisdo bilateral dos ovérios das ratas que
compuseram o grupo OVX. Duas semanas ap0s a cirurgia de ovariectomia, 0s
animais foram submetidos a cirurgia de inducdo ao IM ou a falsa operacao
(grupos INF-OVX eSham-OV X, respectivamente). Quatro semanas apos a LAD,
foi feita a avaliacdo da funcdo cardiaca por meio da ecodopplercardiografia,
coleta de sangue, estudo do equilibrio hidroeletrolitico e eutanasia, como
pormenorizado na etapa 1. A Figura 7 representa o protocolo experimental que

foi utilizado na segunda etapa:

o o gl

Cirurgia de Cirurgia de )
ovariectomia | inducdo 30 infarto Estudo Hidroeletrolitico:
ou falsa operagdo Avalidcdo basal (24h)
e *ingestdo de H20 e NaCl
D1 E 1,8%
* volume urinario
Avaliagdo da Fungdo
D3 E Cardiaca
Ecodopplercardiografia
Y Coleta de sangue para
dosagens hormonais Eutandsia - Coleta de
e
D4 [*+T3 Tecidos

[ T4 ﬁ‘ Biometria

* Pesos relativos (pulmao,

figado, coracdo)
Radigimunoensaio

* Desiodase Tipo 1

Figura 7: Protocolo experimental da segunda etapa do projeto. Grupos Sham-Intacta e Sham-OV X (falsa
operacdo de inducdo ao IM em ratas intactas e em ratas ovariectomizadas, respectivamente) e INF-Intacta e
INF-OVX (cirurgia de inducdo ao infarto do miocéardio em ratas intactas e em ratas ovariectomizadas,
respectivamente). A esquerda, D refere-se ao dia.



Etapa 3: Estudo da influéncia do estrégeno nas alteracdes encontradas 4 semanas

apos infarto do miocéardio.

Esta etapa consistiu na cirurgia de ovariectomia duas semanas antes da inducéo

ao IM ou falsa cirurgia, com reposicdo didria com cipionato de estradiol ou

veiculo ao longo de todo o protocolo experimental, compondo 0s grupos

INFovx+e2, Shamovx+e2, INFovx+veic. € Shamovx+veic. Em seguida, foram

realizados estudo da funcdo cardiaca, da regulacdo hidroeletrolitica, coleta de

sangue e eutandsia, assim como na etapa 2. O protocolo experimental desta

terceira etapa esta representado pela figura 8.
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Figura 8: Protocolo experimental da terceira etapa do projeto. Grupos Sham.Ovx+Veic. e Sham.Ovx+E2
(falsa operagédo de inducdo ao IM em ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo e tratadas com cipionato
de estradiol, respectivamente) e INF.Ovx+Veic. e INF.Ovx+E2 (cirurgia de inducdo ao infarto do
miocardio em ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo e tratadas com E2, respectivamente). A
esquerda, D refere-se ao dia.
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5. RESULTADOS

51 1*® ETAPA: ESTUDO SERIADO NO MODELO DE INFARTO DO
MIOCARDIO EM RATOS MACHOS E FEMEAS - AVALIACAO DO
DIMORFISMO SEXUAL

Como descrito nos materiais e métodos, a hipdtese central a ser testada
nesta etapa era a de que a funcdo e o remodelamento cardiacos das fémeas
estariam mais bem preservados que a dos machos apés o infarto do miocérdio
experimental. Para tanto, exames ecodopplercardiograficos para a avaliacdo da
geometria cardiaca, do processo congestivo e das funcgdes sistdlica e diastdlica
foram investigados e complementados com os achados biométricos post-mortem de
avaliacdo da hipertrofia cardiaca e dos pesos relativos de pulmdo e figado
objetivando uma andlise indireta do processo congestivo esquerdo e direito

respectivamente. Os dados foram apresentados a seguir.

5.1.1 Ecodopplecardiografia

Quanto a geometria cardiaca, na Figura 9A podemos observar que na primeira
semana apos cirurgia de infarto houve aumento significativo da relacdo AE/Ao no grupo
INF.M comparado ao seu controle (Sham.M) e ao grupo INF.F (2,11 + 0,08 vs. 1,25 +
0,08 e vs. 1,35 + 0,09 cm, respectivamente. P<0,01). Ndo houve alteracdo deste
parametro nas fémeas infartadas (INF.F) em relacdo ao seu controle (Sham.F) neste
periodo (P > 0,05). J& na quarta semana ap0s a cirurgia o grupo INF.F apresentou
aumento da relacdo AE/Ao comparado ao seu controle (1,8 + 0,14 vs. 1,2 + 0,08 cm. P
< 0,01), e o grupo INF.M apresentou aumento adicional deste parametro, uma vez que
foi observada diferenca significativa em relacdo ao seu controle (2,4 + 0,1 vs. 1,27 +
0,07 cm. P < 0,01) e também em relagdo ao grupo INF.F neste periodo (2,4 £ 0,1 vs. 1,8
*+ 0,14 cm. P < 0,05). Esses dados sugerem em conjunto, que 0 processo congestivo,
medido indiretamente pela relacdo AE/Ao, foi mais precoce e intenso nos machos
comparados as fémeas.

O padrdo de alteragdo do parametro relacdo AE/Ao se repetiu no parédmetro

DDFVE (Figura 9B), com aumento no grupo INF.M em relagdo a Sham.M e INF.F

38



(0,49 = 0,02 vs. 0,56 £ 0,03 cm. P<0,01) na primeira semana. Houve aumento
significativo deste parametro no grupo INF.M comparado ao grupo INF.F (0,49 + 0,02
vs. 0,61 + 0,03 cm. P<0,01). Na quarta semana, também foi evidenciado aumento no
grupo INF.F em relacdo a Sham.F (0,78 + 0,04 vs. 0,62 + 0,04 cm. P < 0,01), porém
menos intensodo que aquele observado no grupo INF.M comparado ao Sham.M. (0,98 +
0,02 vs. 0,58 £ 0,04 cm. P < 0,01).0 grupo INF.M apresentou aumento significativo
neste parametro comparado ao grupo INF.F (0,98 + 0,02 vs 0,78 £ 0,04 cm. P < 0,).
Esses dados indicam que a dilatacdo da cdmara ventricular esquerda foi mais intensa e
também se desenvolveu mais rapidamente nos machos comparados as fémeas. 1sso deve
explicar, pelo menos em parte, os resultados observados noparametro anterior, i.e.,
relacdo AE/Ao.

As alteracBes na geometria cardiaca induzidas pelo infarto refletiram na
disfuncdo cardiaca sistolica que foram tdo intensas quanto as alteracdes das camaras nos
diferentes sexos. Assim, como mostra a Figura 9C, houve reducdo significativa da
FEnc%no grupo INF.M em relagdo aoSham.M e INF.F (16,14 £ 3,34 vs. 555+ 2,1 e
vs. 48,69 + 5,23 cm, respectivamente. P < 0,01) ja na primeira semana pos-infarto.
Quatro semanas ap0s a cirurgia o grupo INF.F apresentou reducdo da FEnc% em
relacdo a Sham.F (44,71 = 6,32 vs. 62,34 £ 0,77 cm. P < 0,05) no entanto mais branda
que aquela observada nos machos (INF.M 14,0 £ 6,88 vs. INF.F 44,71 + 6,32 cm. P <
0,01)

Ja no parametro relacdo E/A, que indica a funcdo diastolica, ndo foi observada
alteracdo em nenhum dos grupos uma semana apds a cirurgia. No entanto quatro
semanas pés IM o grupo INF.M apresentou aumento em relagdo a Sham.M e INF.F
(4,69 + 0,28 vs. 1,68 + 0,36 e vs. 1,02 = 0,29 cm, respectivamente. P < 0,01).Estes
dados reforcam que as alteragdes hemodindmicas, estudadas aqui indiretamente por
meio da avaliagcdo do fluxo transvalvar mitral (relacdo E/A), foram mais intensas nos
machos do que nas fémeas, apresentando os machos um fluxo do tipo restritivo, i.e.,
determinado por uma provavel elevacdo das pressdes intraventriculares no momento da
diastole. A presenga de um fluxo transvalvar mitral normal (ou “normalizado™) nas
fémeas infartadas sugerem que neste sexo, o infarto ndo altera de forma importante a
pressdo diastolica final do VE, pelo menos neste tempo de avaliagdo (4 semanas apos a
cirurgia de infarto).
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Figura 9. Estudo da geometria e das funcgbes sistdlica e diastdlica do coragdo por meio de exame
ecodopplercardiografico realizado em todos os grupos. A: Rela¢do entre os didmetros internos do atrio esquerdo e
da aorta (relacdo AE/Ao em cm) obtidas por exame ecodopplercardiografico, uma e quatro semanas ap6s o infarto
experimental. B: Diametro diastolico final do ventriculo esquerdo (DDFVE em cm). C: Fracdo de encurtamento
(FEnc%) obtida pelo Modo-M. D: Relagdo das velocidades de fluxo diastdlico transvalvar mitral obtido pela
técnica de Doppler pulsétil. Sendo a relacdo E/A, a relacdo entre a velocidade méaxima da onda E e a velocidade
méaxima da onda A. Todos os pardmetros foram avaliados nos grupos Sham.M, INF.M, Sham.F. e INF.F, sendo *P
< 0,05 e **P < 0,01 em relagédo ao respectivo grupo controle (Sham.M ou Sham.F), assim como “P < 0,05 e #P <
0,01 em relacdo grupo INF do sexo oposto.

5.1.2 Biometria
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O peso relativo do coragdo apresentou aumento estatisticamente significativo no
grupo INF.M uma semana ap0s a cirurgia de infarto, sugerindo a ocorréncia de
hipertrofia cardiaca, que parece evoluir na quarta semana p6s IM. Ja as fémeas
apresentaram aumento deste pardmetro apenas na quarta semana e este pareceu ser mais
brando em relagdo aos machos, uma vez que houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos INF.M e INF.F neste periodo (figura 10A e 10B). Na
figura 11A e 11B, foi evidenciado aumento do peso relativo do pulmao, tanto no grupo
INF.M quanto no grupo INF.F apenas na quarta semana p0s cirurgia, sugerindo a
ocorréncia de um processo congestivo neste tecido e que novamente pareceu ser
atenuado nas fémeas em relagdo aos machos.Ja o peso relativo do figado ndo apresentou

alteracdo ao longo de todo o protocolo experimental (figura 12A e 12B).

)

PC

Peso Relativo
¢ao (mglg

o]

0 14

ra
N
M

o
L

W b 0 N
T T T T —

A | semana
8-
3 Sham —_ 3 Sham
b 74
Bl |nfartado 8 Bl |nfartado
g o 51 C
- -~
a 3 251
= a $Ed 2
—_— o = — =
§ 18 3-
o B 24
0
O 14
0-
Macho Fémea Macho Fémea

Figura 10. Peso relativo do coracdo (mg/g de peso corporal) dos animais dos grupos INF.M, Sham.M, INF.F
e Sham.F. Em A: 1 semana apo6s infarto experimental e em B: 4 semanas ap6s cirurgia de infarto. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas.
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Figurall. Peso relativo do pulméo (mg/g de peso corporal) dos animais dos grupos INF.M, Sham.M, INF.F e
Sham.F. Em A: 1 semana ap0s infarto experimental e em B: 4 semanas ap0s cirurgia de infarto. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 12. Peso relativo do figado (mg/g de peso corporal) dos animais dos grupos INF.M, Sham.M, INF.F e
Sham.F. Em A: 1 semana apoés infarto experimental e em B: 4 semanas apds cirurgia de infarto. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas.

Assim, pode-se concluir preliminarmente que os dados da biometria refletiram
de forma fidedigna os resultados encontrados no exame ecodopplercardiografico, i.e.,
enquanto a hipertrofia cardiaca e o consequente processo congestivo se iniciam mais
precocemente (1 semana poés-infarto) e mais intensamente nos machos, nas fémeas a
dilatacdo e a congestdo esquerda € mais branda e s6 acontece mais tardiamente (4
semanas pos-infarto).

Em conjunto, os dados ecodopplercardiograficos e biométricos indicam uma
pior adaptacdo tanto morfométrica (remodelamento cardiaco) quanto funcional dos
machos em resposta ao infarto do miocardio comparados as fémeas.

Buscando fundamentar os mecanismos responsaveis por este dimorfismo, o
balanco autondmico cardiaco, a regulacdo hidroeletrolitica e o status tireoidiano foram

investigados e os dados foram apresentados a seguir.

5.1.3 Balanco Autondmico Cardiaco — Andlise espectral

Para a analise espectral foi determinado o componente de baixa frequéncia (LF)
que € interpretado principalmente como a influéncia do SNA simpatico e 0 componente

de alta frequéncia (HF) interpretado principalmente como a influéncia do SNA
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parassimpatico. Para avaliacéo do balanco autondmico foi utilizada a relagdo LF/HF. Na
Figura 13A observamos aumento do parametro LF do grupo INF.M em relacdo a
Sham.M (26,99 + 3,91 vs. 5,61 + 1,88 ms2. P < 0,01), na primeira semana apds cirurgia,
no entanto, na quarta semana pareceu haver normalizacdo deste parametro, uma vez que
ele apresentou valores semelhantes aos do controle neste periodo.

O parametro HF ndo apresentou alteracdo em nenhum dos grupos tanto na
primeira quanto na quarta semana apoés infarto experimental, como visto na figura 13B
(P >0,05).

A relacdo LF/HF (Figura 13C) aumentou no grupo INF.M em relacdo a Sham.M
(1,75 £ 0,2 vs. 0,48 + 0,3. P < 0,05) na primeira semana, sugerindo aumento da
modulacdo simpaética, entretanto esta alteracdo ndo se manteve até a quarta semana apos

infarto, visto que ndo houve alteracdo significativa entre 0s grupos.
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Figura 13. Estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca, nos grupos INF.M, Sham.M, INF.F e Sham.F. A:
Componente de baixa frequéncia (LH). B: Componente de alta frequéncia (HF). C: Relagdo do componente de
baixa frequéncia pelo componente de alta frequéncia (LF/HF). **P < 0,01 vs. grupo controle (Sham.M).

Em conjunto, esses dados sugerem que o aumento da modulacdo simpética
somente nos machos na primeira semana pds-infarto parece ser importante para explicar
o dimorfismo sexual nas alteracbes morfofuncionais cardiacas, mas o0 mesmo nao é
verdadeiro quando a analise é feita na quarta semana poés-infarto. Portanto, néo
consideramos o balango autonémico importante, pelo menos no periodo de avaliagdo
deste estudo, para justificar os resultados concernentes as diferencas observadas na

funcdo e no remodelamento cardiaco entre 0s sexos.
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5.1.4 Regulacéo hidroeletrolitica

5.1.4.1 Avaliacao da ingestao de fluidos

N&o foram observadas alteracOes estatisticamente significativasna ingestdo de
agua em nenhum dos grupos estudados, uma e quatro semanas apos IM (Figural4A).
Por outro lado, foi observada resposta natriorexigénica (aumento da ingestdo de NaCl
1,8%) do grupo INF.M comparado a Sham.M (25,0 + 2,39 vs. 5,1 + 2,56 ml; P <0,01) e
do grupo INF.F em relagéo a Sham.F (15,0 £ 2,87 vs. 6,6 £ 1,59 ml; P < 0,05) apenas na
quarta semana apés inducdo ao IM (Figura 14B). Curiosamente, seguindo o padrdo das
alteracbes morfofuncionais cardiaca e do processo congestivo, a resposta
natriorexigénica das fémeas, embora tenha aumentado, foi significativamente menos
intensa que a dos machos na quarta semana p6s-IM (INF.M 25,0 + 2,39 vs. 15,0 + 2,87
ml; P < 0,05).

Na avaliacdo do indice de preferéncia por sodio (Figura 14C) observamos
aumento na primeira semana, somente no grupo INF.M em relagdo ao grupo Sham.M
(30,6 = 4,5 vs. 13,12 + 9,70 %. P < 0,01). Ainda neste mesmo parametro, quatro
semanas apos a cirurgia, foi evidenciado aumento adicional no grupo INF.M em relagédo
ao seu controle e-(50,25 + 5,60 vs. 15,4 + 8,30%. P < 0,01) e, como esperado, INF.F
apresentou aumento da preferéncia por sddio menos intensa que a dos machos (40,54 +
5,6 vs.-50,25 + 5,60%; P<0,05).
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Figura 14. A: Avaliacdo da ingestdo de agua. B: Avaliacdo da ingestdo de salina hiperténica (NaCl 1,8%). C:
Avaliacdo da preferéncia por sodio. Dos grupos INF.M, Sham.M, INF.F e Sham.F. Sendo *P < 0,05 e **P <
0,01 vs. o respectivo controle e, *P < 0,05 e *#P < 0,01 vs. 0 sexo oposto.

5.1.4.2 Volume urinario

Na avaliacdo do volume urinario podemos observarreducdo deste parametro no
grupo INF.F em relacdo a Sham.F (14,21 + 1,16 vs. 20,01 + 2,41) e uma alteracdo ainda
mais acentuada no grupo INF.M, uma vez que este reduziu significativamente em
relacdo ao seu controle e em relagdo a INF.F (8,1 £ 1,1 vs. 18,88 £ 1,6ml; P < 0,01 e vs.
14,21 £ 1.16 ml; P < 0,05, respectivamente) na primeira semana p6s-IM. J& na quarta

semana apds o IM, o grupo INF.F normalizou o volume urinério, enquanto o grupo
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INF.M mostrou reducdo adicional no volume urinario em relacdo a Sham.M e INF.F
(3,69vs. 19,0+ 1,5 evs. 22,46 + 1,34), como mostrado na Figura 15.
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Figura 15. Avaliacéo do volume urinario dos grupos INF.M, Sham.M, INF.F e Sham.F. Sendo *P < 0,05 e
**P < 0,01 vs. o respectivo controle e, *P < 0,05 e *#P < 0,01 vs. 0 sexo oposto.

Esses dados em conjunto sugerem distUrbios hidroeletroliticos mais intensos e
precoces nos machos e que se sobrepdem perfeitamente as alteracbes morfofuncionais
cardiacas apresentadas anteriormente em machos e fémeas infartados. Portanto,
consideremos as alteracdes hidroeletroliticas fundamentais para explicar, até aqui, o

dimorfismo na geometria e fungéo cardiacas.

5.1.5 Avaliacdo enddcrina

5.1.5.1 Dosagem sérica dos hormonios tireoidianos

Observamos reducdo dos niveis séricos de T4 na primeira semana apés inducéo
ao IM no grupo INF.M comparado a Sham.M (1,22 = 0,24 vs. 2,52 £ 0,11 pg/dl. P <
0,01). Esta reducdo se manteve até a quarta semana pos-IM (INF.M 1,54 + 0,19 vs.
Sham.M 2,55 + 0,19 ug/dl. P < 0,01), como observado na Figura 16 A.

Os niveis séricos de T3 seguiram 0 mesmo padrdo de alteracdo do T4.0 grupo
INF.M apresentou reducdo estatisticamente significativa em relacdo a Sham.M na
primeira (83,0 = 4,87 vs. 133,5 + 3,3 pg/dl P < 0,01) e na quarta (87,89 + 3,09 vs. 125,3
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19,48 pg/dl P < 0,01) semanas pos-IM (Figura 16B). Ja o grupo INF.F ndo apresentou

alteracdo tanto para 0s niveis séricos de T4 quanto de T3em nenhum dos tempos
estudados (Figura 16A e 16B).
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Figura 16. Avaliacdo dos niveis séricos de T4 (A) e T3 (B), 1 e 4 semanas pds-IM. Grupos INF.M, Sham.M,

INF.F e Sham.F. Sendo **P < 0,05 vs. Sham.M.

As alteraces nas concentracBes séricas dos hormonios tireoidianos nos animais
infartados sugerem que o hipotireoidismo reflete qualitativamente, mas nao
quantitativamente a disfuncdo cardiaca observada nos machos, pois, embora haja
evolugdo do processo congestiva e da disfuncdo do VE neste sexo, a queda dos
horménios tireoidianos se mantem praticamente constante na primeira e na quarta
semanas pés-IM. Além disso, embora haja disfuncdo cardiaca, mesmo que mais branda
nas fémeas, ndo ha alteracdo significativa desses hormdnios em nenhum tempo de
avaliagdo nessas ratas.

Portanto, consideramos as alteragdes do status tireoidiano parcialmente

relevantes para explicar o dimorfismo na geometria e fungdo cardiacas.

5.2 22 ETAPA: ESTUDO DA PARTICIPACAO DAS GONADAS FEMININAS
NAS ALTERACOES ENCONTRADAS 4 SEMANAS APOS INFARTO DO
MIOCARDIO.
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5.2.1 Ecodoppleecardiografia

Na Figura 17A, como esperado, observamos aumento estatisticamente
significativo da relagdo AE/Ao no grupo INFnT em relagdo ao grupo Shamint (~25% de
aumento em relacdo ao seu controle sham). No entanto, quando a analise é feita nas
fémeas ovariectomizadas, esse aumento é mais acentuado (~75% de aumento em
relacdo ao seu controle sham).

Quanto ao parametro que mede dilatacdo camara ventricular esquerda (Figura
17B) os grupos INFinT e INFovx apresentaram aumentos significativos similares do
DDFVE comparados aos seus respectivos controles (INFint ~24% de aumento e INFovx
~16% de aumento).

Em relacdo a funcdo sistdlica (FEnc%) do VE, ambos os grupos infartados
apresentaram reducdo deste parametro em relacdo aos seus respectivos controles (P <
0,05). No entanto, esta reducdo foi mais acentuada nas fémeas infartadas
ovariectomizadas (~54% de reducdo) do que nas fémeas infartadas intactas (~28% de
reducao) em relacao aos seus respectivos controles sham.

No estudo da funcdo diastolica, relacdo entre as ondas E e A (relagdo E/A),
apenas o grupo INFovx apresentou alteracdo estatisticamente significativa, com reducéo
de ~35% em relacdo ao seu controle (P < 0,05).

Em conjunto, os dados da ecodopplercardiografia sugerem uma disfuncéo
sistélica acompanhada de um processo congestivo e alteragdo no relaxamento
ventricular esquerdo mais pronunciados nas fémeas infartadas previamente

ovariectomizadas, comparadas as inteiras também infartadas.
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Figura 17. Estudo da geometria e das fungdes sistolica e diastolica do coracdo por meio de exame
ecodopplercardiogréafico realizado em todos os grupos. A: Relacdo entre os didmetros internos do atrio
esquerdo e da aorta (relagdo AE/Ao em cm) obtidas por exame ecodopplercardiografico, uma e quatro
semanas apos o infarto experimental. B: Diametro diastélico final do ventriculo esquerdo (DDFVE em
cm). C: Fragdo de encurtamento (FEnc%) obtida pelo Modo-M. D: relagdo das velocidades de fluxo
diastolico transvalvar mitral obtido pela técnica de Doppler pulsatil. Sendo a relacdo E/A, a relacdo entre a
velocidade méxima da onda E e a velocidade méaxima da onda A. Todos os parametros foram avaliados nos
grupos Shamit, INFint, Shamovx e INFovx. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas.

5.2.2 Biometria

A Figura 18A mostra aumento similar (P < 0,05) do peso relativo dos coragfes dos
gruposINFinT € INFovx, comparados aos seus respectivos controles (INFint ~35% de
aumento e INFovx ~45% de aumento).

Ja no peso relativo do pulmdo, apesar de ambos grupos infartados terem

aumentado em relagcdo aos seus respectivos controles (INFovx ~147% de aumento em
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relacdo ao Shamovx e INFinT ~ 55% de aumento em relagdo ao Shamnt), 0 grupo
INFovx pareceu desenvolver aumento mais acentuado do que no INFnT, uma vez que
houve diferenca estatistica também entre eles (INFovx vs. INFinT, P < 0,05).

N&o houve diferenca no peso relativo do figado entre os grupos (Figura 18C).
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Figura 18:Peso relativo do coragdo (A), pulméo (B) e figado (C) — mg/g de peso corporal; 4 semanas pos-1M.
Dos grupos Shamint, INFint, Shamovx e INFovx. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas.

Os dados da biometria reforcam a tese de que o processo congestivo (medido
aqui indiretamente em termos de peso relativo do pulmao) foi mais intenso nas fémeas
infartadas previamente ovariectomizadas comparadas as inteiras também infartadas.
Corroborando os dados do ecocardiograma, a biometria sugere que a cAmara ventricular

esquerda tenha hipertrofiado/dilatado de forma similar entre esses grupos.
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5.2.3 Regulacéo hidroeletrolitica

5.2.3.1 Avaliagéo da ingestao de fluidos

No estudo da ingestdo de fluidos, ndo foi observada alteracdo na ingestdo de
agua por nenhum dos grupos estudados (Figura 19A). J& na ingestdo de salina
hipertbnica, como mostra a Figura 19B, o grupo INFinT apresentou caracteristica
natriorexigénica, com aumento da ingestdo de NaCl 1,8%, em relacdo ao seu controle
(~70% de aumento) e, curiosamente, no grupo INFovx foi observada reducdo acentuada
deste parametro (~76% de reducdo), sendo estatisticamente menor que o seu controle e
que o grupo INF (P < 0,05). Intacta.

Estes dados anteriores em conjunto, tornarama preferéncia por sodio, Figura
19C, um reflexo do padrdo da ingestdo de salina hipertdnica, com aumento
estatisticamente significativo no grupo INFint em relagdo ao seu controle (~60% de
aumento), e reducdo acentuada e estatisticamente significativa comparado ao grupo
Shamovx e INFinT (~55% de redugéo).
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Figura 19. A: Avaliacdo da ingestdo de agua. B: Avaliacdo da ingestdo de salina hipertonica (NaCl 1,8%). C:
Avaliacédo da preferéncia por sddio; 4 semanas p6s-IM. Dos grupos Shamint, INFint, Shamovx e INFovx. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (P<0,05).

5.2.3.2 Volume urinario

Na avaliacdo do volume urinario (Figura 20) os grupos infartados ndo
apresentaram variacdo em relacdo aos seus respectivos controles (P > 0,05). No entanto,
na auséncia das gonadas (grupos Shamovx e INFovx), ha redugdo do volume urinario,
visto que foi observada diferenca estatisticamente significativa dos grupos Shamovx e
INFovx em relacéo aos grupos Shamint e INFinT (P < 0,05).
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Figura 20. Avaliacdo do volume urinario, 4 semanas pés-IM, dos grupos Shamint, INFint, Shamovx € INFovx.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas.
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Os dados do estudo hidroeletrolitico sugerem processos de regulagédo
hidroeletrolitica diferentes nas fémeas infartadas ovariectomizadas ou ndo. Enquanto, as
intactas infartadas respondem com aumento da ingestéo de salina hipertonica e excrecéo
urinaria de sbédio normal, as ovariectomizadas reduzem a ingestdo de salina,
provavelmente, secundariamente a retencéo urinaria de sédio. A reducao na excrecdo de
sodio neste caso parece ser dependente da auséncia dos ovarios e ndo necessariamente
devido ao infarto do miocardio.

Em suma, mesmo perante uma resposta netriorexigénica aumentada as fémeas
infartadas intactas diante de uma excrecdo urinaria de sédio normal, parecem conseguir
promover regulacdo hidroeletrolitica dentro dos limites fisioldgicos (ou alostaticos),
mesmo com perda funcional cardiaca.

Por outro lado, nas fémeas ovariectomizadas, a limitacdo na excre¢do de sédio
pode ter comprometido o sistema em relacdo a maior retencdo hidrica, sugerido
fortemente pelas analises ecodopplercardiograficas (aumento darelagdo AE/Ao0) e
biométricas (aumento do peso relativo do pulmédo), e sobrecarga do sistema
cardiovascular, interferindo sobremaneira com aumento de pré-carga (refletindo no
aumento da pressao diastolica final do VE) e consequentemente diminuicdo da funcgéo
diastolica (sugerido pela baixa relacdo E/A no doppler) e sistélica (sugerido pela baixa

FENnc% no ecocardiograma).
5.2.4 Avaliacdo Enddcrina
5.2.4.1 Dosagem sérica dos hormonios tireoidianos
Na avaliacdo dos niveis séricos dos horménios tireoidianos, ndo foi observada
variacdo de T4 em nenhum dos grupos estudados (Figura 21A). No entanto, nos niveis

séricos de T3, houve reducdo estatisticamente significativa apenas no grupo INFovx

comparado ao seu controle Shamovx (P < 0,05), como observadona Figura 21B.
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Figura 21. Avaliacdodos niveis séricos de T4 (A) e T3 (B) por meio de radioimunoensaio; 4 semanas apos as
cirurgias nos grupos Shaminr, INFint, Shamovx e INFovx. Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente
diferentes (P<0,05).

Devido a discrepancia nos niveis de T3 nas fémeas infartadas intactas vs.
infartadas ovariectomizadas, procurou-se investigar uma das principais vias de ativacao
de T4 em T3 no organismo, i.e., a atividade da desiodase do Tipo 1 (D1) no figado, um
dos tecidos de maior atividade desta enzima. A hipotese era de que esta via de ativacdo
do hormonio tireoidiano pudesse estar comprometida e, portanto, explicar os resultados

de baixo T3 nesse grupo. Os resultados foram apresentados a seguir.

5.2.4.2 Atividade da iodotironina desiodase tipo 1 (D1)

Como observadpo na Figura 22, ndo foi observada alteracdo no grupo das
fémeas intactas apos o infarto em ralacdo as fémeas controles (P > 0,05). Ja as fémeas
INFovx apresentaram reducéo estatisticamente significativa da atividade da D1, apenas
em comparacdo ao grupo das intactas (P < 0,05). Quando comparadas ao seu proprio
controle, o grupo INFovx apesar de apresentar uma tendéncia a reducéo, esta ndo foi
estatisticamente significativa (Figura 22).

Estes dados sugerem que a presenca do ovario € fundamental para a atividade
normal da D1 hepética no infarto do miocérdio, e que a reducdo da atividade desta
contribui para a queda do T3 nesses animais e provavelmente, contribui tambem para a

disfuncéo cardiaca observada mais claramente neste grupo.
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Figura 22. Determinagdo da atividade da iodotironina desiodase tipo 1 (D1) 4 semanas ap0s as cirurgias
nos grupos Sham.intacta, INF.intacta, Sham.OVX e INF.OVX. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas (P < 0,05).

Estes dados sugerem que a presenca do ovario é fundamental para a atividade
normal da D1 hepatica no infarto do miocardio, e que a reducdo da atividade desta
contribui para a queda do T3 nesses animais e provavelmente, contribui também para a

disfuncéo cardiaca observada mais claramente neste grupo.

53 32 ETAPA: ESTUDO DA INFLUENCIA DO ESTROGENO NAS
ALTERACOES ENCONTRADAS 4 SEMANAS APOS INFARTO DO
MIOCARDIO

5.3.1 Ecodopplerardiografia

No estudo ecodopplercardiografico desta fase, foi observado aumento
significativo tanto na relagdo AE/Ao (Figura 23A), quanto no DDFVE (Figura
23B)apenas no grupo INFovx+veic em relagdo a Shamovx+veic. Curiosamente, o grupo
INFovx+e2 N80 mostrou quaisquer diferengas significativas em relagcdo ao seu controle
(INFovx+Veic)-

Embora a FEnc% tenha reduzido significativamente nos grupos INFovx+veic €
INFovx+e2, em relagdo aos seus controles (P < 0,05), reducdo foi mais acentuada no

grupo INFovxsveic VS, Shamovx+veic (~54% de reducdo) do que no INFovx+g2 VS.
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INFoux+vei (~24% de reducédo), sendo os valores de FEnc% superiores no grupo
INFovx+e2em relacdo ao grupolNFovx+vei(P < 0,05).

Em relagdo a fungdo diastolica, a relagdo E/A reduziu no grupo INFovx+veic
comparado a Shamovx+veic, mas nao foi estatisticamente diferente entre oINFovx+E2 €

seu respectivo contole (P< 0,05, Figura 23D).
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Figura 23. Estudo da geometria e das funcbes sistdlica e diastdlica do coracdo por meio de exame
ecodopplercardiografico realizado em todos os grupos. A: Relacdo entre os diametros internos do atrio esquerdo e
da aorta (relagdo AE/Ao em cm) obtidas por exame ecodopplercardiogréafico, uma e quatro semanas apos o infarto
experimental. B: Didmetro diastélico final do ventriculo esquerdo (DDFVE em cm). C: Fracdo de encurtamento
(FEnc%) obtida pelo Modo-M. D: relacdo das velocidades de fluxo diastdlico transvalvar mitral obtido pela
técnica de Doppler pulsétil. Sendo a relagdo E/A, a relacéo entre a velocidade maxima da onda E e a velocidade
méaxima da onda A. Todos os parametros foram avaliados nos grupos Shamovxsveic, INFovxsveic, Shamovx+e2 €
INFovx+£2. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas.

Os dados do ecocardiograma desta fase confirmaram a importéncia do estrégeno
na preservacdo da hemodindmica cardiovascular, evitando o estabelecimento do

processo congestivo e preservando a geometria e o relaxamento cardiacos normais. Em
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conjunto estes fatores devem ter contribuido sobremaneira para a atenuacdo da

disfungdo contrctil induzida pelo infarto do miocérdio.

5.3.2 Biometria

Os pesos relativos do coragdo e do pulmdo aumentaram
significativamenteapenas no grupo INFovx+veic €m relagdo ao seu respectivo controle
(Shamowx+veic) como mostrado nas Figuras 24A e 24B (P < 0,05). Embora tenha havido
tendéncia de aumento, ndo houve diferenca significativa neste parametros no grupo
INFovx+g2 comparado ao seu controle Shamovx-+e2 ( P > 0,05).

N&o houve diferenca no peso relativo do figado entre os grupos (Figura 24C).
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Figura 24. Peso relativo do coracdo (A), pulmao (B) e figado (C) — mg/g de peso corporal; 4 semanas apos as
cirurgias nos grupos Shamovx-veic, INFovx+veic, Shamovx+e2 € INFovx+e2. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas (P<0,05).
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Os dados da biometria fortalecem e véo de encontro aos do ecocardiograma que
confirmam a importancia do estrogeno na preservacao da hemodinamica cardiovascular

e na atenuacdo da disfungéo do coragéo infartado.

5.3.3 Regulacéo hidroletrolitica

5.3.3.1 Avaliagéo da ingestao de fluidos

Assim como em todas as etapas anteriores, 0s grupos estudados nao variaram a
ingestdo de agua ao longo do tempo de avaliacdo (4 semanas pdés-cirurgia), como
evidenciado na Figura 25A).

J& na ingestdo de salina hipertdnica, tanto a ingestdo absoluta de salina (Figura
25B) como relativa, i.e., preferéncia por sédio (Figura 25C), diminuiram somente no
grupo INFovx+veic comparadas aos controles (P < 0,05). Também ndo houve alteracdo

nesses parametros no grupo INFovx+e2 em comaparagédo ao seu controle Shamovx+e2 ( P
>0,05).
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Figura 25. A: Avaliagdo da ingestao de 4gua. B: Avalia¢do da ingestdo de salina hiperténica (NaCl 1,8%). C:
Avaliacdo da preferéncia por sodio; 4 ap6s as cirurgias nos grupos Shamovx+veic, INFovx+veic, Shamovx+e2 €
INFovx+e2. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas, P <0,05.

5.3.3.2 Volume Urinario

A Figura 26 mostra que o infarto, mais uma vez, nao pareceu influenciar o
volume urindrio, mas sim a presenca ou auséncia do estrégeno, uma vez que foi
evidenciada diferenca significativa dos grupos Shamovx:veic € INFovx+veic em

comparagdo a Shamovx-+e2 € INFovx+e2 (P < 0,05).
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Figura 26. Avaliacdo do volume urinério, 4 semanas ap0s as cirurgias nos grupos Shamovx-veic, INFovx+veic,
Shamovx:e2 € INFovx+e2. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas, P < 0,05.
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5.3.4 Avaliacdo Enddcrina
5.3.4.1 Dosagem sérica dos hormonios tireoidianos

O estudo da economia dos hormonios tireoidianos nesta etapa, assim como na
anterior, mostrou que ndo houve alteracdo nos niveis séricos de T4 em nenhum dos
grupos estudados, como visto na Figura 27A.

No entanto, em relagdo aos niveis séricos de T3, foi evidenciado diminuicéo
significativa ( P < 0,05) apenas no grupo INF.Veiculo em relacdo ao seu respectivo
controle (Figura 27 B). Embora no grupo infartado reposto também tenha havida
diminuicdo neste pardmetro, esta ndo alcancou significAncia estatistica e se mostrou
menos intensa (14% de reducdo) do que aquela observada no grupo infartado sem

reposicdo (35% de reducao).
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Figura 27. Avaliagdo dos niveis séricos de T4 (A) e T3 (B), 4 semanas ap0s as cirurgias nos grupos
Shamovx+veic, INFovx+veic, Shamovx+e2 € INFovx+e2. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas, P < 0,05.

5.3.4.2 Atividade da iodotironina desiodase tipo 1 (D1)

Assim como na Etapa anterior, a D1 hepatica foi estuda para se testar a hipotese
de que a diminuicao da atividade da mesma pudesse estar envolvida nas alteragdes nos
niveis de T3 circulantes. Como observado na Figura 28, a atividade da D1, ndo variou

em fungéo do infarto, pois ndo apresentou diferenca significativa nos grupos infartados
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em relacdo aos seus respectivos controles (P > 0,05). No entanto, o tratamento de
reposicdo com estrdgeno, independentemente do infarto, aumentou significativamente a
atividade de D1 nos grupos Shamovx+e2 € INFovx+e2, comparados aos grupos

Shamovx+veic € INFovx+veic (P < 0,05).

g 150- b <
— = am
S T O

o8 B Infario
L o

To100{ g

- o

)

2 | 2

T c

S E 50

_g -

sE

< -

Veiculo E2

Figura 28. Determinagdo da atividade da iodotironina desiodase tipo 1 4 semanas ap0s as cirurgias nos grupos
Shamovx+veic, INFovxsveic, Shamovx+e2 € INFovx+e2. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas, P < 0,05.

Esses dados em conjunto sugerem que o tratamento com estrogeno na dose de
reposicdo, aumentou a atividade da D1 hepatica (e possivelmente em outros tecidos ndo
avaliados neste estudo) e contribuiu para a normalizacdo dos niveis de T3 nas fémeas

infartadas previamente ovariectomizadas.

6. DISCUSSAO

6.1 12 ETAPA: ESTUDO SERIADO NO MODELO DE INFARTO DO
MIOCARDIO EM RATOS MACHOS E FEMEAS - AVALIACAO DO
DIMORFISMO SEXUAL

Os resultados mais importantes desta etapa foram aqueles que mostraram um
claro dimorfismo sexual nas alteracGes funcionais cardiacas, medidas aqui por meio de
ecodopplercardiografia, induzidas pela cirurgia de infarto do miocérdio, i.e., ligadura da

artéria coronaria esquerda de ratos
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Sabe-se que mulheres desenvolvem menos doencas cardiovasculares que

homens e, esta diferenca desaparece apds a menopausa (EAKER et al. 1993; LERNER
& KANNEL, 1986). Diversos estudos experimentais ja foram realizados para elucidar o
motivo da ocorréncia deste dimorfismo sexual, no entanto, os resultados sdo bastante
controversos. Neste estudo, buscamos através da utilizacdo de um modelo classico de
inducdo a ICC tracar as diferencas nas alteragcfes morfofuncionais do coragdo entre
machos e fémeas poOs-IM e, avaliar 0s possiveis mecanismos neuroenddcrinos que
contribuem para essas diferencas entre 0s géneros.
O estudo morfofuncional do coracdo realizado por meio da ecodopplercardiografia
demonstrou alteragdo cardiaca, com o aumento do DDFVE, que iniciou na primeira
semana pds-1M nos machos e, pareceu continuar progressivamente até a quarta semana.
Esta dilatacdo progressiva do VE ja foi descrita anteriormente no mesmo modelo
utilizado neste trabalho (FRANCIS et al 2001). Ainda no nosso estudo, observamos que
as fémeas apresentaram dilatacdo da camara apenas na quarta semana pos-IM e esta
pareceu ser menos acentuada que nos machos, visto a diferenca significativa deste
parametro entre machos e fémeas neste periodo. O mesmo foi encontrado na relacdo
AE/Ao0, que reflete indiretamente o grau de congestdo esquerda, em que houve aumento
da relagcdo nos machos ja na primeira semana, parecendo também evoluir até a quarta
semana, sugerindo a ocorréncia de processo congestivo progressivo. Mais uma vez, o
aumento da relacdo AE/Ao nas fémeas foi visto apenas na quarta semana e
aparentemente mais brando.

A funcéo sistélica dos machos, avaliada através da FEnc%, reduziu na primeira
semana poés-infarto e permaneceu reduzida até a quarta semana, enquanto nas fémeas a
diminuicdo da funcéo sistdlica foi observada apenas na quarta semana pés-IM e menos
intensa que nos machos. Francis et al (2001) utilizando o mesmo modelo de ICC,
também observaram queda aguda da funcdo sist6lica e sua posterior estabilizacdo em
baixos niveis (~50% de queda) até a 6% semana pds-infarto em ratos machos.

A funcdo diastdlica, medidas aqui em termos de relacdo entre as ondas Ee A,
apresentou um padrdo de enchimento ventricular “restritivo”, somente nos machos na
guarta semana pés-1M.

Em conjunto, os dados da ecodopplercardiografia sugerem respostas adaptavidas
(ou maladaptativas) diferentes entre machos e fémeas. Enquanto em machos a possivel
manutencdo do débito cardiaco, sugerida em um dos poucos trabalhos seriados neste

modelo (Francis et al 2001), é garantida gracas ao aumento progressivo da cadmara do
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VE a despeito da baixa FEnc%, nas fémeas a alostase € mantida com um
remodelamento e disfuncdo cardiaca menos intensos. Neste sentido, a manutencdo das
propriedades diastdlicas (sugerida aqui pela relacdo entre as ondas E e A normal no
doppler) nas fémeas deve ter assegurado um nivel de contractilidade (FEnc%) maior e
um processo congestivo de instalacdo mais lenta e branda comparados aos machos.

Devido a escassez de trabalhos utilizando o modelo do infarto em ratos fémeas,
em funcdo, dentre outras razdes, da grande variacdo em dados bioldgicos deste género a
comparacdo dos nossos dados com a de outros grupos fica limitada. Em um dos raros
trabalhos que objetivaram avaliar aspectos concernentes ao dimorfismo sexual no
modelo de infarto, Cavasin et al. (2004), demonstram diferencas na funcao/
remodelamento cardiaco entre camundongos machos e fémeas ap6s infarto agudo do
miocardio, com machos apresentando a funcdo ventricular esquerda reduzida, dilatacdo
do VE mais proeminente e hipertrofia do cardiomiécito mais acentuada, em comparagéo
as fémeas. Embora obtidos em camundongos, esses dados corroboram 0s nossos
resultados.

A biometria realizada em nosso estudo mostrou que 0s machos apresentam
hipertrofia cardiaca ja na primeira semana po6s-1M, enquanto as fémeas apenas na quarta
semana e, mesmo assim, atenuada em relacdo aos machos neste periodo. Tanto machos
quanto fémeas apresentam congestdo pulmonar na quarta semana apos cirurgia sendo,
no entanto, mais intensa nos machos. Estes resultados vdo de acordo aos encontrados na
ecodopplercardiografia e sugerem que 0s machos desenvolvam alteracGes
morfofuncionais mais prematuras e graves, em relacdo as fémeas. As alteracdes pés-IM
se mostraram, portanto, tempo e género dependentes, motivando a busca por diferencas
entre 0s sexos, que justifiguem a ocorréncia desta progressdo acelerada da IC nos
machos e a atenuacdo e atraso no remodelamento e na disfuncédo cardiaca nas fémeas.
De qualquer forma, os sistemas homeostaticos recrutados em resposta ao infarto, entram
em exaustdo (perda de ganho) e o resultado é a descompensacéo cardiaca sugerida aqui
pela instalacdo do processo congestivo, mesmo que em tempos diferentes, mas em
ambos 0s sexos. Compreender quais sdo esses possiveis mecanismos e, € claro, buscar o
dimorfismo sexual na operagdo dos mesmos, motivou a continuagdo deste estudo no
sentido da investigacdo dos possiveis candidatos para explicar esta discrepancia entre
géneros.

Sabe-se que o coracdo infartado apresenta disfuncéo sistolica, com consequente

aumento adaptativo da resposta neurohumoral, na tentativa de manter o débito cardiaco
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e perfusdo sanguinea dos tecidos, porém a cronicidade desta resposta acaba por
aumentar o risco de desenvolvimento de IC. Estudos em ratos machos, demonstram que
logo apés o IM h& hiperativagdo do sistema nervoso autbnomo simpatico,
frequentemente associado a disfuncdo contratil, morte celular, producédo de citocinas e
arritmogénese (COHN et al., 1984; FERGUSON et al., 1990; PACKER et al., 1992;
FRANCIS et al., 1989; MEREDITH et al., 1993; LIU et al., 1999; PATEL et al., 2000;
FELDER et al., 2002; KISHI et al., 2012; MILL et al., 1991). Sendo assim, a primeira
hipdtese para justificar a progressdo acelerada da IC nos machos e a atenuacéo e atraso
no remodelamento e na funcdo cardiaca nas fémeas, foi a busca por diferencas género-
dependentes no balango simpato-vagal cardiaco.

No entanto, ao realizar o estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca,
encontramos aumento da relacdo LF/HF nos machos, apenas na primeira semana apos
infarto, retornando aos niveis normais na quarta semana. Estes resultados, portanto, ndo
se relacionam com as alteracBes encontradas no estudo morfofuncional, j& que nos
machos, na primeira semana po6s-1M, quando foi encontrado predominio da modulagdo
simpatica (aumento da relacdo LF/HF) ndo ha congestdo. Ja na quarta semana, em que
foi observada normalizacdo do balanco simpato-vagal, a descompensacdo acontece
(congestao pulmonar). Nas fémeas também ndo parece haver relagdo entre as alteraces
no balanco simpato-vagal e a descompensacédo cardiaca, pois, nelas a descompensacao
também ocorre na quarta semana pds-IM (mesmo que mais branda do que nos machos)
e ndo ha em nenhum momento (primeira e quarta semana pds-IM) alteracdo no balanco
simpato-vagal cardiaco. No estudo de Pinkham e colaboradores (2012), a indugdo ao
infarto do miocéardio levou ao aumento da atividade do nervo simpético renal apenas
nos machos comparados a fémeas intactas, e somente nas primeiras duas horas ap6s
inducdo ao infarto. Estes dados corroboram os nossos em relagdo ao aumento da
modulacdo simpatica pos-IM, que ndo foi observada nas fémeas tanto no estudo de
Pinkham et al. (2012) quanto no nosso. No entanto, apesar de ndo apresentarem
alteracdo no balanco simpato-vagal, as fémeas desenvolvem ICC mesmo que mais
tardia e mais branda que os machos, além disso, 0 aumento da modulagdo simpatica nos
machos ndo parece se sustentar, j& que ndo foi observada alteracdo na quarta semana
pos-IM.

A proxima hipoOtese testada ,foi a de que alteracbes na regulacdo
hidroeletrolitica, avaliada pela andlise da ingestdo de fluidos e volume urinario,

pudessem justificar, pelo menos em parte, o dimorfismo encontrado em nosso modelo
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de infarto. Concomitante as alteracbes cardiacas/hemodindmicas, neste estudo
observamos que nos machos, as alteracdes se manifestam j& na primeira semana pés-
infarto com aumento do consumo de salina hipertdnica e redugdo no volume urinario.
Estes efeitos parecem ter relacdo com a progressao da IC, pois, na quarta semana pos-
IM, com agravamento do quadro de insuficiéncia cardiaca, observam-se aumento da
preferéncia por sddio e redugdo do volume urinério adicionais, sugerindo mal adaptacdo
do sistema de regulacédo hidroeletrolitica.

Ja nas fémeas, também parece haver relacdo entre os achados de regulacédo
hidroeletrolitica e a fungdo/remodelamento cardiaco. Quando as alteracbes do
remodelamento/ fungdo do coracdo infartado ndo séo claras (uma semana pés-infarto), é
observado apenas uma diminuicdo do volume urinario (mais ténue comparada aos
machos). Por outro lado, quando a insuficiéncia cardiaca se manifesta claramente
(processo congestivo na quarta semana pds-infarto por exemplo), a preferéncia por
sodio se torna evidente, mesmo que ainda menor que a dos machos. Este achado pode
ter relagdo com a normalizagdo do volume urindrio nas fémeas que comeca baixo
(primeira semana) e normaliza na quarta semana. Esta normalizacdo do volume urinario
na quarta semana nas fémeas deve atenuar 0 processo congestivo e consequentemente
normalizar a pré-carga (observada em termos de relagdo E/A no ECO) e por fim,
atenuar a queda da funcéo sistélica (FEnc%). Dados semelhantes aos nossos obtidos em
machos, foram encontrados nos estudos de FRANCIS et al. 2001 e FRANCIS et al.
2001, em que foi mostrado o aumento do apetite por sddio, assim como a reducdo do
volume urindrio em ratos machos da primeira até a sexta semana apés o infarto do
miocardio, periodo que durou o protocolo experimental nestes dois estudos referidos.

Antunes & Covian(1963) demonstraram reducdo da ingestdo espontanea de sal
em ratas fémeas durante o estro (aumento do estrégeno circulante) e, 0 aumento deste
parametro durante o diestro (reducdo do estrdgeno circulante). Outros estudos, com
ratas ovariectomizadas e tratadas com E2 demonstram influéncia deste hormonio na
regulacdo hidroeletrolitica, particularmente na ingestdo de sal, tendo as ratas tratadas
com E2 reducéo do apetite por sodio (FREGLY et al., 1973; CARLBERG et al., 1984;
KRAUSE et al., 2003). Sendo assim, a alteracdo hidroeletrolitica mais tardia e menos
intensa encontrada nas fémeas pds-IM, no nosso estudo, pode ser devido a influéncia do
E2.

Sabendo-se da importancia dos hormonios tireoidianos na regulacdo

cardiovascular (DANZI & KLEIN et al., 2012) e da alteracdo no status tireoidiano em
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resposta ao infarto do miocardio (FRANKLYN et al., 1984; OLIVARES et al., 2007), a
terceira hipotese a ser avaliada foi a possivel alteracdo nos niveis sericos de hormonios
tireoidianos em ratos machos e fémeas pos-IM. Nos machos foi encontrado neste
estudo, hipotireoidismo, como ja descrito anteriormente pelo nosso grupo e
caracterizado como um hipotireoidismo consuptivo devido ao aumento concomitante da
atividade ectopica da desiodase tipo 3, responsavel pela inativagdo dos hormonios
tireoidianos (OLIVARES et al, 2007). Ja nas fémeas ndo foi observada alteracdo dos
niveis séricos tanto de T3 quanto de T4 em nenhum dos tempos avaliados. Estes
resultados sugerem, portanto, que os hormonios tireoidianos seriam importantes para a
adaptacdo morfofuncional do coragdo po6s-IM, uma vez que nas fémeas ndo ha
hipotireoidismo e elas apresentam desenvolvimento mais brando da IC. Curiosamente,
estudos mostram que ratos hipotireoideos aumentam a ingestdo de salina hiperténica
(Taylor & Fregly,1964; Fregly& Rowland, 1985; Bell6&Covian, 1988, 199; Badaué-
Passos e al. 2001), o que poderia justificar, em parte, a diferenca na regulacdo
hidroeletrolitica entre machos e fémeas e o desenvolvimento mais intenso da disfuncéo
e remodelamento cardiaco pés-IM nos machos, como observado nesta etapa do nosso
estudo.

Pol et al. 2011, utilizaram o modelo de indugcdo ao infarto do miocardio em
camundongos e, na avaliagdo do metabolismo dos horménios tireoidianos, encontraram
assim como o nosso grupo (Olivares et al. 2007), aumento da enzima D3 p6s-1M, no
entanto ndo observaram reducdo dos niveis séricos de T3. Apesar de, no estudo de Pol
et al. ser utilizado camundongo e no trabalho de Olivares et. al(2007), assim como no
presente estudo ter sido utilizado rato como modelo experimental, possivelmente, o
fator mais relevante para a diferenca no resultado encontrado com relacdo aos niveis
séricos de T3 por Pol e colaboradores, seja o fato de ter sido utilizado animais de ambos
0s sexos. Como vimos no presente estudo, os machos apresentam reducdo dos niveis
séricos de T3 pds-IM, no entanto, fémeas submetidas ao mesmo protocolo experimental
ndo apresentam tal alteracéo.

Resumindo, nesta primeira etapa as informac6es mais relevantes foram a de que
0s machos apresentam o processo de desenvolvimento do remodelamento cardiaco e
processo congestivo mais precoce e mais intenso que as fémeas. Quanto a regulagéo
hidroeletrolitica, esta parece estar alterada e influenciar sobremaneira nesta diferenca,
favorecendo as fémeas que desenvolvem a IC mais tardiamente e de forma mais branda.

Além disso, os hormdnios tireoidianos também podem ter uma participacdo importante
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no processo de adaptacdo cardiaca pos-IM, ja que o hipotireoidismo foi observado
apenas nos machos. Se o hipotireoidismo é uma resposta adaptativa (alostética)
importante ou se constitui mais um mecanismo maladaptativo, isso ainda esta sendo
investigado, inclusive pelo nosso grupo. Finalmente, a hipdtese da influéncia do balanco
simpato-vagal ndo pareceu ser o principal fator para justificar o dimorfismo encontrado
em varios aspectos do desenvolvimento da IC, foi descartada, uma vez que ndo foi
observada relacdo temporal entre o remodelamento/processo congestivo e as alteragdes

autondmicas em ambos 0S Sexos.

6.2 22 ETAPA: ESTUDO DA PARTICIPACAO DAS GONADAS FEMININAS
NAS ALTERACOES ENCONTRADAS 4 SEMANAS APOS INFARTO DO
MIOCARDIO

Diante do dimorfismo sexual observado nos resultados da etapa anterior,
consideramos importante avaliar a influéncia das gbnadas femininas nas alteragOes
hidroeletroliticas e no distdrbio endécrino (hipotireoidismo), encontrados pés-IM e a
influéncia destas alteracdes no desenvolvimento da IC apds o infarto. Como as
alteracOes vistas nas fémeas ocorreram principalmente quatro semanas po6s-1M, nesta
etapa as avaliagdes foram realizadas apenas neste periodo. Sendo assim, ratos Wistar
fémeas foram ovariectomizadas e apds duas semanas submetidas ao infarto do
miocardio ou a falsa-operacdo, como descrito nos itens 4.5 e 4.4, respectivamente e
decorridas quatro semanas, foram realizadas as avaliacbes morfofuncionais,
hidroeletroliticas e enddcrinas.

A ovariectomia ndo pareceu influenciar no remodelamento cardiaco, ja que foi
observado aumento do diametro diastolico final do VE (DDF) no ECO e, do peso
relativo do coragdo na biometria, tanto no grupo INFovx quanto INFnT versus seus
respectivos controles falso-operados (Sham) para a cirurgia do infarto. No entanto, foi
observado aumento da relacdo AE/Ao e do peso relativo do pulméo, mais acentuado no
grupo INFovx comparado ao grupo INFinT, € também reducéo adicional da FEnc% no
grupo INFovx. Logo, 0os horménios ovarianos parecem atenuar 0 processo congestivo,
caracterizado pela relacdo AE/Ao e peso relativo do pulmdo e a fungéo sistdlica,
relacionado com a FEnc% no ECO. Especula-se, além disso, que a auséncia dos
hormbnios ovarianos prejudicou o relaxamento (fungdo diastdlica) do ventriculo

esquerdo, uma vez que foi observada redugéo da relacdo E/A (padrdo de enchimento
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ventricular do tipo restritivo) apenas no grupo INFovx. Esta alteragcdo provavelmente
aumentou a susceptibilidade ao processo congestivo, 0 que pode ter contribuido para a
disfuncédo sistolica adicional observada neste grupo. Em trabalho com camundongos,
Cavasin et. al (2003) encontraram, assim como no presente estudo, que fémeas intactas
apresentam a funcdo cardiaca mais bem preservada que os machos apés o infarto do
miocardio e, a ovariectomia aboliu esta diferenca entre os sexos. Além disso, no
referido estudo foi observada hipertrofia do cardiomidcito p6s-IM nos grupos de fémeas
intactas, ovariectomizadas e machos intactos, havendo aumento adicional apenas nos
machos. Sendo assim, a atenuacdo no remodelamento cardiaco observado nas fémeas
intactas (tanto no nosso como no estudo de Cavasinet. al. 2003) n&o parece ser o fator
determinante para o desenvolvimento mais brando da disfuncéo cardiaca, uma vez que o
grupo OVX apresentou hipertrofia semelhante as intactas e em contrapartida uma
disfuncdo cardiaca mais acentuada que as intactas e semelhantes aos machos.

Diante destes resultados, buscou-se avaliar a importancia dos hormonios
ovarianos na regulagdo hidroeletrolitica ap6s o infarto do miocardio e se a disfuncéo
cardiaca adicional encontrada nas fémeas ovariectomizadas poderia ser explicada por
alteracdes na regulacdo hidroeletrolitica. Assim, nesta etapa, observamos que o infarto
nas fémeas intactas (grupo INFinT) levou ao aumento do apetite por sodio e, apenas a
auséncia das goénadas (grupo Shamovx) induziu 0 mesmo comportamento, muito
embora isto tenha ficado mais claro do ponto de vista estatistico somente no parametro
“preferéncia por sodio”. Dados da literatura sugerem que a auséncia das gbnadas
femininas leva ao aumento da ingestdo de &gua e salina hipertbnica, induzido pela
administragdo de angiotensina IlI, e isto provavelmente ocorre devido a maior
sensibilidade ao receptor AT1 em ratas ovariectomizadas (Mecawi et al. 2007). Os
resultados de Dean e colaboradores, 2004 também sustentam a hipdtese de que haja
aumento da ligacdo entre angio Il e receptores AT1 em ratas OVX. O que
possivelmente ocorreu no grupo Shamovx em nosso estudo, foi 0 aumento da ingestao
de salina hiperténica, devido ao aumento da influéncia da acdo angiotensinérgica ja
descrita nestes estudos citados. No entanto, curiosamente, o infarto do miocéardio nas
fémeas gonadectomizadas (grupo INFovx), induziu a reducdo do apetite por sédio
comparado ao controle (Shamovx) € ao grupo INFinT (P < 0,05).

Buscando justificativa para esta discrepancia, avaliamos em seguida o volume
urinério, que ndo apresentou alteracdo no grupo INFinT em relacdo ao seu controle

Shamnt, como j& observado na primeira etapa deste estudo. Por outro lado, as ratas
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ovariectomizadas, tanto Sham quanto INF apresentaram reducdo significativa do
volume urinério 4 semanas ap0s as cirurgias, independentemente se esta foi de infarto
ou falsa-cirurgia. Estes dados sugerem que a reducdo do volume urinério (possivelmente
associada a retencdo de sodio e agua) foi um efeito induzido pela ovariectomia e nédo
pelo infarto.

Em 1963, Antunes-Rodrigues & Covian demonstraram que a ingestdo
espontanea de sddio diminui durante o estro e aumenta durante o diestro. Sabendo-se da
importante variacdo nos niveis circulantes de E2 durante essas duas diferentes fases do
ciclo estral, muitos estudos posteriores ao de Antunes-Rodrigue & Covian (1963) tem
buscado avaliar influéncia do estrégeno na regulacdo hidroeletrolitica. Neste contexto,
Fregly (1973), demonstrou que o estrogeno exercia uma regulacdo sobre a ingestdo de
sal. Em ratas ovarectomizadas, 0 E2 atenua a ingestdo de agua, diante de diferentes
desafios homeostaticos (VIJANDE et al. 1978; CARLBERG et al. 1984; KRAUSE et
al. 2003). Portanto, o aumento da preferéncia por sédio e a baixo volume urinario nos
animais ovariectomizados Sham no presente estudo ja € bem conhecido na literatura.

No entanto quando se acrescenta a segunda variavel, i.e, o infarto do miocardio,
os resultados precisam ser avaliados com mais cautela. No grupo de fémeas intactas, o
infarto aumentou a preferéncia por sédio, a exemplo do que ja foi descrito anteriormente
em ratos machos neste estudo assim como no estudo de Francis et al 2001.
Curiosamente, o infarto induziu resposta antinatriorexigénica nas fémeas
ovariectomizadas infartadas. Quanto ao volume urinario, a ovariectomia reduziu este
parametro tanto no grupo Sham como no Infartado sendo, portanto, este efeito
independente do infarto neste estudo. Podemos concluir assim que, a diminui¢do do
volume urinério (retencdo de sodio e agua) induzida pela ovariectomia deve ter
contribuido para a reducdo do apetite por sddio e para o desenvolvimento de um status
hemodinadmico menos favoravel (aumento da pré-carga, congestdo e edema pulmonar)
nos animais infartados ovariectomizados comparados aos infartados inteiros.

Em relacdo a resposta do eixo HHT nesta etapa, considerando que na primeira etapa
deste estudo, o hipotireoidismo foi observado apenas nos ratos machos infartados,
consideramos importante avaliar se esta diferenca foi influenciada pelos horménios
ovarianos. Os resultados obtidos com as fémeas ovariectomizadas nesta etapa mostram
que a auséncia das gonadas, provavelmente, ndo induz a qualquer alteragdo na economia
dos horménios tireoidianos, j& que ndo foi observada diferenca significativa entre os

niveis séricos de T3 entre 0s grupos Shamint € Shamovx. Contrario aos nossos dados,
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Marassi et al.(2007) e Lisboa et al.(2001) observaram reducdo dos niveis séricos de T3
apos a ovariectomia, no entanto, nestes dois trabalhos as dosagens séricas de HT foram
realizadas duas semanas apds a ovariectomia, enquanto que no nosso estudo as
dosagens foram realizadas decorridas seis semanas da ovariectomia. As diferencas
encontradas entre o nosso trabalho e os dois referidos trabalhos podem, portanto, se
dever aos diferentes tempos de avaliacdo. No presente estudo, apenas em condigéo
adversa, i.e, um grande desafio homeostatico (como apds o IM), as fémeas do grupo
INFovx apresentaram hipotireoidismo (alteracéo similar & encontrada nos machos), com
reducdo estatistcamente significativa dos niveis séricos de T3 em relacdo ao seu
respectivo controle (Shamovx), assim como em relacdo a INFint. O grupo INFinT ndo
apresentou alteracdo dos niveis séricos de hormonio tireoidiano apés o infarto. Portanto,
a presenca dos hormdnios ovarianos parece prevenir, de alguma forma, o
desenvolvimento do hipotireoidismo pds-IM, observado em nosso trabalho. Por sua vez,
0 hipotireoidismo parece contribuir para a disfuncdo cardiaca diretamente, independente
das alteracOes hidroeletroliticas, ja que o hipotireoidismo aumenta a ingestdo de sodio
ao invés de diminuir, como observado nas fémeas do grupo INFovx. Provavelmente, nas
fémeas, a manutencao do status eutireoideo apds o infarto é necessaria e dependente dos
horménios ovarianos, pois na auséncia destes, ocorre queda do T3 e piora adicional da
funcéo cardiaca.

A condig¢do de “hipotireoidismo” encontrada nos machos e fémeas OVX, ap6s o
infarto do miocardio, ¢é caracteristica da conhecida ‘“sindrome da doenca nao-
tireoidiana”. Esta sindrome € caracterizada pela ocorréncia de niveis séricos normais de
T4, associado a niveis sericos de T3 reduzidos, em pacientes com doencas graves
agudas e cronicas (CHOPRA, 1997; MCIVER, 1997). Estudos apontam uma relacéo
entre a reducdo do T3, com uma reducdo da enzima desiodade tipo 1 no figado. A D1
seria induzida no hepatdcito, a nivel transcripcional pelo T3 (TOYODAEet al., 1995)
e,segundo Yu (2000)e Yu (2006), determinadas citocinas, como a IL-1 e IL-6 que estdo
elevadas em doencas graves, prejudicariam esta inducdo de D1 via T3, resultando na
reducdo de T3 e intensificando consequentemente a queda na expressdo de D1.

Dados j& publicados, pelo nosso grupo apresentam reducdo da atividade da
enzima desiodade tipo 1 no figado de ratos machos, 4 semanas ap0s o infarto do
miocardio (OLIVARES et al. 2007). No presente trabalho realizamos o estudo da
atividade da D1 no figado de ratas fémeas intactas e ovariectomizadas apds IM. As ratas

intactas ndo apresentaram alteracdo da atividade da enzima D1 4 semanas ap0s 0
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infarto, em comparagéo ao seu controle (Shamint). No entanto, o grupo INFovx reduziu
significativamente a atividade de D1 em relacdo a INFinT, enquanto o grupo Shamovx
apresentou uma tendéncia a reducdo deste parametro, mas que néo foi estatisticamente
menor que o grupo Shamnt. Deste modo, a auséncia das génadas parece influenciar na
reducdo da atividade da enzima D1, que € intensificada na condicdo de IC, observada
apos o IM. As alteracOes da atividade de D1 parecem ter relagdo com 0s niveis séricos
de T3, uma vez que nas fémeas intactas ndo ha alteracdo da atividade de D1 ap6s IM e
0s niveis de T3 permanecem inalterados. Ja nas ratas ovariectomizadas, apés o infarto
do miocéardio junto a reducdo da atividade de D1, observamos também a queda dos
niveis séricos de T3, podendo a diminui¢do da conversdo periférica de T4 a T3 pela
enzima desiodase tipo 1 estar sendo relevante para os resultados encontrados com
relacdo aos niveis séricos de T3.

Resumindo, nesta etapa, os dados mais relevantes encontrados por nos, foram os
de que a auséncia dos horménios gonadais pode ter prejudicado o comportamento
relacionado a regulacdo hidroeletrolitica e isto pode ter sido determinante para a
disfuncdo cardiaca mais acentuada observada no grupo de ratas ovariectomizadas
induzidas ao infarto do miocardio em comparacdo as ratas intactas submetidas ao
mesmo modelo experimental de inducéo a IC. Além disso, a economia dos hormonios
tireoidianos, que tanto influencia o sistema cardiovascular, também parece estar
influenciando diretamente a funcéo cardiaca ap6s 1M, ja quenas ratas ovariectomizadas
em que a disfuncdo cardiaca pdés-IM foi mais acentuada, foi observado hipotireoidismo
e ndo houve concomitantemente, aumento do apetite por sédio. Portanto, a influéncia do
status tireoidiano na disfuncdo cardiaca observada, ndo parece ser secundaria a sua
influéncia sobre a regulacédo hidroeletrolitica. Por fim, a reducdo da atividade de D1 nas
ratas OVX induzidas ao infarto parece estar relacionado com o hipotireoidismo nelas

encontrado.

6.3 32 ETAPA: ESTUDO DA INFLUENCIA DO ESTROGENO NAS
ALTERACOES ENCONTRADAS 4 SEMANAS APOS INFARTO DO
MIOCARDIO

Na etapa anterior deste estudo observamos que a auséncia das gonadas pareceu
influenciar na funcdo cardiaca, desenvolvimento da IC e nas alteragdes da regulacéo

hidroeletrolitica e da economia dos hormdnios tireoidianos apds o infarto do miocardio.
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Nesta etapa, portanto, buscamos avaliar se as diferencas encontradas entre fémeas
intactas e ovariectomizadas pos IM se devem a influéncia do estrégeno. Para isso,
realizamos a ovariectomia de ratas fémeas e tratamos com veiculo ou cipionato de
estradiol (dose de reposicdo) e, duas semanas depois realizamos a cirurgia de indugéo ao
infarto do miocardio ou falsa-cirurgia. Decorridas 4 semanas da inducdo ao infarto do
miocardio foram realizadas as avaliagdes morfofuncionais, hidroeletroliticas e
enddcrinas (hormonios tireoidianos).

Na avaliacdo morfofuncional, o estrogeno pareceu prevenir o remodelamento
cardiaco e consequentemente 0 processo congestivo, uma vez que as fémeas do grupo
INFovx+e2 nd0 apresentaram alteracdo dos parametros ecocardiograficos de DDFVE e
relacdo AE/Ao em relagdo a Shamovx+e2. Em conjunto houve melhora no relaxamento
ventricular, com normalizacdo da relacdo E/A e atenuacdo da disfuncéo sistolica, ja que
0 grupo INFovx+g2 apresentou a FEnc% significativamente maior em relacdo ao grupo
INFovx+vec. Corroborando nossos dados, Zheng et al.(2010), observaram que a
reposicdo com estrégeno em ratas ovariectomizadas iniciada antes da inducéo ao infarto
atenuou a disfuncdo sistdlica observada quatro semanas pos-IM. Ja Hugele
colaboradoes (1999), ndo observaram diferenca na funcdo e remodelamento cardiaco
apos inducdo ao infarto agudo do miocérdio entre ratas intactas, ovariectomizadas
tratadas com veiculo e ovariectomizadas repostas com E2, ndo sendo evidenciada,
portanto, neste estudo, influéncia do estrogeno na condicdo de infarto. Ndo podemos
afirmar as razGes para as diferencas encontradas, no estudo de Hugel, no entanto, o
periodo em que foram feitas as avaliacbes morfofuncionais podem ter influenciado nos
resultados, uma vez que realizamos as avalia¢cBes quatro semanas pds-IM, enquanto que
no referido trabalho as avaliagdes morfofuncionais foram realizadas oito semanas pos-
IM.

Para “identificar” se a melhora na fungdo cardiaca e remodelamento que
obtivemos nas fémeas repostas se deveram, pelo menos em parte, a influéncia do
estrégeno na regulacdo hidroeletrolitica, foi realizada a avaliacdo da ingestdo de fluidos
e volume urinario. A reposicdo de estrogeno pareceu normalizar 0s parametros
hidroeletroliticos, ndo havendo alteracdo do apetite por s6dio e volume urinario no
grupo INFovx+e2 em relagcdo ao seu controle. Enquanto que o grupo INFovx+veic
apresentou reducdo do apetite por sodio tanto comparado a Shamovx+veic quanto a
INFovx+e2 e reducdo do volume urinario em relacdo as fémeas repostas com E2, a

reposicdo com E2 pareceu prevenir as alteracbes comportamentais da regulacdo
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hidroeletrolitica que ocorrem pds-IM, tanto relacionado ao apetite por sodio, quanto ao
volume urinério. Este efeito pode ter sido observado, devido a agdo modulatéria do E2
sobre 0 SRAA evidenciado em estudos que mostram aumento de RNAmM para
receptores AT1, aumento da densidade de ligacdo destes receptores a angio Il em ratas
ovariectomizadas e a prevencao destes efeitos com a reposicdo de E2 (NICKENIG et al.
1998; TANAKA et al. 1997).Estes dados se fortalecem em nosso estudo pois,
observamos aumento (normalizac¢do) do volume urinério, e consequentemente no apetite
por sodio, nas fémeas tratadas com E2 tanto nas Sham como nas infartadas. Além
disso, o E2 também parece ser relevante na modulacdo da vasopressina e ocitocina em
condigdo de hipotensdo. Mecawi et al. (2011) por exemplo, demonstraram aumento
adicional da ativacdo de neuronios hipotalamicos que sintetizam vasopressina e ocitona
em resposta ao E2, ap6s inducdo ao choque hipovolémico em ratos. Sendo assim, 0s
efeitos benéficos da reposicdo de estrogeno no remodelamento e fungdo cardiaca pds-
IM, parecem ter relagdo com os seus efeitos sobre a regulagdo hidroeletrolitica.
Salvaguardando as diferencas notdrias entre os dois modelos (hipovolemia vs. infarto),
sabe-se que em ambas as condi¢bes o0s sistemas neuro-humorais de regulagédo
hidroeletrolitica, como os sistemas vasopressinérgico e ocitocinérgico, sdo ativados de
forma similar.

As dosagens séricas dos hormdnios tireoidianos foram feitas para avaliar se o E2
teria alguma influéncia sobre a economia desses horménios apés o IM. Como
observado, as ratas repostas com E2 e induzidas ao infarto (INFovx+g2) nédo
apresentaram alteracdo significativa dos niveis séricos de T3 em relacdo as ratas
repostas e falso-operadas para o infarto (Shamovx+e2). No entanto, apesar do grupo
INFovx+e2 ndo apresentar diferenca estatistica em relacdo ao seu controle, a reposicao
com estrogeno néo foi capaz de normalizar os niveis séricos de T3 nas ratas infartadas e
repostas com E2, ja que seus valores sdo similares aos animais infartados nao repostos
(INFovx+veic). Portanto, a melhora da funcdo cardiaca ndo parece ter relagdo com o0s
efeitos estrogénicos sobre a economia dos hormonios tireoidianos. Estes dados, no
entanto, devem ser interpretados com cautela, uma vez que 0s niveis séricos de
hormonios tireoidianos muitas vezes ndo refletem a condicéo tecidual da sinalizagdo do
T3 (BIANCO & KIM, 2006).

Ao realizarmos a avaliacdo da atividade de D1 no figado, observamos que 0s
grupos repostos com E2 (Shamovx+e2 € INFovx+e2) apresentaram aumento da atividade

de D1. Os dados na literatura em relacdo a influéncia do estrégeno sobre a atividade
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dessa enzima sdo ainda controversos. Ha alguns relatos de que a ovariectomia e
reposicdo com estrogeno ndo alteram a atividade de D1 no figado (HARRIS et al.1979,
MIYASHITA et al. 1995). Marassi e colaboradores (2007), ndo observaram alteracéo
significativa da atividade de D1 no figado em ratas OVX, no entanto a reposicdo com
E2 aumentou a atividade da enzima D1, em relacdo ao grupo de ratas intactas. Ja,
Lisbba e colaboradores (1997 e 2001) observaram, assim como em nosso estudo, que a
ovariectomia leva a reducdo da atividade de D1 no figado e a reposi¢cdo com estrogeno
induz ao aumento dessa atividade. Os nossos resultados sugerem, ainda, que o estrogeno
exerca alguma modulacdo positiva sobre a atividade dessa enzima, independente da
condigéo de infarto, uma vez que tanto as fémeas intactas quanto as fémeas repostas
com E2 ndo parecem alterar a atividade de D1 p6s-IM, quando comparado aos seus
respectivos controles, enquanto que na auséncia das génadas ha reducédo da atividade de
D1que é acentuada apds o infarto .Além disso, 0 aumento da atividade da desiodase tipo
1, influenciada pela reposi¢do com E2, ndo parece se refletir nos niveis séricos de T3,
uma vez que ndo foi observado aumento adicional destes niveis nas ratas repostas com
E2. Vale lembrar que a D1 é capaz de remover tanto o iodo do anel externo como do
anel interno da tiroxina com a mesma poténcia (Bianko & Kim 2001). Portanto, a
elevacdo da atividade da D1 poderéa gerar tanto T3 como T3 reverso de forma equimolar
e ndo necessariamente elevar os niveis de T3 séricos.

Resumindo, nesta ultima etapa do estudo, observamos que a reposi¢cdo com E2,
parece atenuar as alteracGes encontradas nos parametros morfofuncionais apés o infarto
do miocérdio e confirmamos que o estrogeno tem importante influéncia sobre a
regulacdo hidroeletrolitica p6s-1M, uma vez que as ratas ovariectomiozadas e repostas
com E2 parecem manter os parametros de ingestdo de fluidos e volume urinario normais
apos a inducdo ao infarto do miocardio. Em conjunto, esses efeitos podem beneficiar o
coragdo, no sentido de propiciar um remodelamento e func¢do cardiaca dentro de limites
fisioldgicos (ou alostaticos) mais favoraveis para manter um débito cardiaco aceitavel
na condicdo de infarto do miocardio. Nesta fase, a interpretacdo dos dados relativos a
economia dos hormonios tireoidianos requer cautela e uma investigagdo mais
aprofundada pois, embora a queda do T3 tenha sido mais importante nas fémeas
infartadas ovariectomizadas nao-repostas (~35%) comparadas as ovariectomizadas-
repostas (~14%) em relacdo aos seus respectivos controles Sham, ndo houve diferencas
significativas nos niveis de T3 entre esses dois grupos, i.e., entre as ovariectomizadas

infartadas repostas ou ndo (P > 0,05). A investigacdo do contetdo de T3 tecidual
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(coracdo e outros tecidos), bem como das outras desiodases (D2 e D3) em varios
tecidos, pode auxiliar na melhor interpretacdo do papel do E2 no metabolismo

extratireoidiano das iodotironinas.

7. CONCLUSOES

e O presente trabalho mostrou haver diferenca no desenvolvimento fisiopatoldgico
do infarto do miocéardio entre ratos machos e fémeas. Assim, tanto o
remodelamento como a disfungdo cardiaca foi mais branda e de

desenvolvimento mais lentonas fémeas.

e O balanco simpato-vagal ndo parece ser o principal determinante para as
diferencas morfofunconais cardiacas encontradas entre machos e fémeas pos-
IM, pois as alteragdes autondmicas pds-1M ndo se relacionam com as alteracoes
cardiacas tanto temporalmente como com a gravidade das mesmas em ambos 0s

SEXO0S.

e Fémeas infartadas parecem possuir uma regulacdo hidroeletrolitica mais
compativel com melhor performance hemodindmica pois nelas, o
desenvolvimento das alteracGes morfofuncionais poés-infarto mais tardiamente e
atenuada em relacdo aos machos parece guardar relacbes estreitas com uma

dindmica hidroeletrolitica mais favoravel.

e A auséncia das gbnadas femininas pareceu tornar as alteracGes funcionais do
coragdo apds o 1AM similares as dos machos e, aliado a isto, odesbhalango na
regulacdo hidroeletrolitica das fémeas gonadectomizadas reforcam o papel-
chave dos mecanismos de controle de sddio e liquido corporais como uma das

causas principais do dimorfismo sexual pos-infarto.

e A reposicdo com estrogeno em fémeas ovariectomizadas pareceu minimizar a
ocorréncia de remodelamento e disfuncdo cardiaca apés IAM. Sugerindo que o
E2 tenha papel importante na atenuacdo do desenvolvimento de alteracoes

cardiacas pés-IM. Além disso, a regulacdo hidroeletrolitica, pelo menos no
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protocolo de avaliacdo utilizado neste estudo, também pareceu ser normalizado
com a reposicdo de E2. A melhora da regulacdo hidroeletrolitica influenciada
pelo E2 poderia estar, portanto, favorecendo a funcdo cardiaca e permitindo a
atenuacdo das alteracdes de remodelamento e disfuncdo do coracdo pos-IM

como observado no grupo reposto com E2.

A avaliacdo da economia dos hormdnios tireoidianos mostrou que diferente dos
machos, apds o 1AM, as fémeas ndo apresentam hipotireoidismo (pelo menos no
tempo de avaliagdo: 4 semanas) e, quando na auséncia das gonadas femininas, o

hipotireoidismo pds-IM acontece.

Embora a reposicdo com E2 tenha amenizado a queda do T3 nas fémeas
ovariectomizadas infartadas, é dificil atribuir este achado a uma melhor funcéo
cardiaca, pois os niveis dos hormonios tireoidianos foram similares entre os

grupos infartados, independentemente da reposi¢do hormonal.
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