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RESUMO






O infarto do miocardio € conseqiiéncia de grave isquemia do coragéo,
geralmente, causada por placas ateroscleréticas que se alojam nas corondrias € podem gerar
trombos. Muito j& se conhece sobre este evento, nfio havendo segredos da sua evolugio
natural, desde a apresentagdo clinica até a terapéutica. Entretanto, a repercussio do infarto
do miocardio sobre a reatividade do aparelho circulatorio, no que se refere a sua fase
recente, ainda se apresenta obscura. A disfungdo endotelial ocorre precocemente na
aterosclerose € encontra-se presente em uma outra séric de patologias, tais como:
hipertensdo arterial, diabetes, hipercolesterolemia, insuficiéncia cardiaca, etc; porém, ha
controvérsias se o infarto do miocardio estaria entre elas. Com o intuito de contribuir para o
entendimento deste assunto, realizamos este trabalho com os seguintes objetivos: 1) Estudar
a fun¢do endotelial na vigéncia do infarto experimental do miocardio em ratos, em sua fase
recente; 2) verificar o efeito do inibidor da enzima de conversdo da angiotensina (IECA) e
do receptor especifico de angiotensina (AT1) sobre a fungdo endotelial;. 3) observar a
influéncia do IECA e do inibidor especifico do AT1 na mortalidade dos animais.

Usou-se 80 ratos wistar machos pesando, entre 350-400 g, os quais foram
divididos em oito grupos: grupo controle (RNN), grupo sham (RSS), grupo infarto médio
(RIM), grupo infarto grande (RIG), grupo infarto médio e tratado com lisinopril (IECAM),
grupo infarto grande e tratado com lisinopril (IECAG), grupo infarto médio tratado com
losartan (AT1M) e o grupo infarto grande tratado com losartan (AT1G). O IECA e ATI
escolhidos foram lisinopril e losartan, nas doses de 20 mg/kg/dia e 30 mg/kg/dia,
respectivamente, sendo estas doses suficiente para a redugdo de aproximadamente 25% da
pressdo arterial confirmada pela medida na cauda dos animais.

Os medicamentos foram administrados através de intubagfo orogastrica, dois
dias antes de se submeterem a cirurgia e continuando por sete dias apds o infarto do
miocdrdio. O infarto foi realizado por ligadura proximal da coroniria descendente anterior
esquerda, apds toracotomia. Os animais operados foram mantidos em gaiolas com agua e
alimentacdo “ad libitum” e sacrificados através de inalagdo com éter etilico. Verificou-se a
presenga do infarto do miocardio através da técnica de coloragdo com TTC (cloreto de
trifenil tetrazolio) a 1% e o estudo histopatologico foi realizado com coloragdo pela

hematoxilina-eosina.
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Os infartos foram classificados em médio, quando ocupava de 20 a 40% da
drea do ventriculo esquerdo, e grande, quando ultrapassava os 40%, sendo os calculos
efetuados sobre as verificagdes macroscopicas (TTC) e nas ldminas através de formula
matemética para calculo da 4rea de um semi-circulo era verificada a porcentagem deste

sobre a area total do circulo.

A fingio endotelial foi estudada em anéis de aorta toricica através de curvas
de concentragdo-efeito, usando-se noradrenalina, acetilcolina e nitroprussiato, com técnica
amplamente conhecida para este fim. Verificou-se entio a mortalidade nos grupos, a
correlagdo do tamanho do infarto e a agdo das drogas na fungdo endotelial. Os animais
foram observados todos os dias, anotado o grupo a que pertenciam e o nimero de 6bitos.
Os resultados indicam que, para a mortalidade imediata dos animais, ndo houve diferenga
significativa entre os grupos infartados, tratados com lisinopril e com losartan, sendo,
17,71%, 23,64% e 12,33%, respectivamente. A mortalidade apés 24 horas, foi de 7,59%,
9.52% e 10,94%,respectivamente.

Houve correlagdo entre o tamanho do infarto e o relaxamento dependente do
endotélio, obtendo-se os seguintes resultados:RNN 78,24% + 3,57; RSS
4040% + 4,33; RIM 2929% + 6,33; RIG 14,04% + 5,20; IECAM
32,69% =+ 4,73;IECAG  48,94% = 929; ATIM 30.59% <+ 4,65 e ATIG
26,98% + 7,80. Ocorreu melhora da disfungdo endotelial somente no grupo de ratos
infartados de tamanho grande e tratados com lisinopril e losartan. As curvas feitas com
nitroprussiato de sédio mostraram-se semelhantes, demonstrando que ndo ocorreu
comprometimento da musculatura lisa. Concluiu-se que: 1) ocorre disfun¢do endotelial na
fase recente do infarto experimental do miocérdio em ratos; 2) tanto o IECA lisinopril,
como o inibidor especifico dos receptores ATI1, melhoraram a disfungdo endotelial
determinada pelo infarto do miocéardio de grande extensdo; 3) na fase recente do infarto
experimental do miocédrdio em ratos ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
mortalidade entre os diferentes grupos.
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1. INTRODUCAO






1.1. ENDOTELIO VASCULAR

O primeiro estudo sobre o endotélio que tem sido publicado data de 1866 e foi
feito por Langhans, que descreveu a histologia do endotélio em artéria aértica com o
objetivo de descrever sua morfologia. Baseado nos estudos de Langhans, O° Neil, em
1947, realizou estudos anatdmicos de patologia vascular induzida por altera¢des do fluxo

sangiiineo.

Depois de O’ Neil, e baseado em seus estudos, outros pesquisadores concluiram
que alteragdes do fluxo sangiiineo modificavam o ténus vascular e hipéteses foram
aventadas de que isso ocorria devido a agdo de uma substincia autacoide produzido
localmente. No entanto, até meados do século XX, o interesse pelo endotélio manteve se

exclusivamente anatémico.

A partir da segunda metade do século XX, atengdo comegou a ser prestada na
fisiologia do endotélio. Do antigo conhecimento de que a acetilcolina, sob certas
condigdes, podia induzir relaxamento vascular, em 1966, Jeliffe demonstrou que a
acetilcolina  produzia relaxamento em tiras de aorta de coelhos pré-contraidas com
noradrenalina. Em 1979, Brassani & Vinter, sugeriram que seria possivel que as células
endoteliais liberassem fatores que poderiam regular, local e sistemicamente, o tdnus
vascular. Em 1979, Toda estudou os efeitos da acetilcolina em artérias de cdes e propds que

a mesma deveria liberar um polipeptideo vasodilatador.

O marco fundamental do conhecimento referente a fisiologia do endotélio
vascular ocorreu em 1980. FURCHGOTT & ZAWADSKI descobriram que a presenca do
endotélio é o requisito indispensivel para o relaxamento das artérias, assim como o
relaxamento ocorria na presenga de acetilcolina (Ach). Os autores chegaram a essas
conclusdes estudando anéis e tiras de aorta toracica de coelhos, perfundidos em solu¢io de
Krebs Henseleit, aerados com carbogénio, pré-contraidas com Noradrenalina e expostas,
posteriormente, & acetilcolina. Foi descrita assim a técnica de avaliagdo da funcdo
endotelial, que € até hoje utilizada. Os autores observaram que a fricgdo da superficie
intimal durante a preparagdo do tecido impedia o relaxamento do vaso, quando exposto a
acetilcolina. (FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980b) demonstraram, posteriormente que,

Introducdo
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na presenga do endotélio, a Ach produzia um relaxamento dependente da dose que nao se
verificava quando a superficie intimal ndo estava integra. FURCHGOTT & ZAWADSKI
contribuiram para a resolugdo de um antigo paradoxo acerca das agdes da Ach, que in vivo
possuia um potente efeito vasodilatador, mas em algumas preparagdes vasculares isoladas

ao contrario, apresentava um efeito vasoconstritor.

A descoberta de que a acetilcolina age como vasodilatador na presenga do
endotélio integro fez com que as pesquisas em doengas cardiovasculares levassem em conta
o papel do endotélio na regulagio do ténus vascular. O conceito de que o endotelio era
apenas uma simples camada de células achatadas, funcionando como uma barreira entre o
sangue e a parede do vaso deixou de existir, atribuindo-se a ele fungdes, que hoje se sabe

sdo varias, sendo considerado o maior 6rg3o endocrino do organismo.

Apos os achados de FURCHGOTT, questionou-se 0 mecanismo pelo qual a
acetilcolina produzia relaxamento vascular na presenca do endotélio, aventando-se a
existéncia de um fator relaxante. A possivel substancia denominou-se, genericamente, de
fator relaxante derivado do endotélio, traduzido do inglés endotelial derived relaxing factor
(EDRF).

Em 1985, COCKS & ANGUS foram capazes de cultivar células endoteliais e
instala-las em um circuito de perfusio, permitindo assim a obtengéo de grandes quantidades
de EDRF para manipulagio bioquimica e farmacologica. Esse fato possibilitou varias
descobertas sobre esta substincia, tais como a relagdo entre o relaxamento dependente do
endotélio e a elevagio de GMP ciclico na musculatura lisa vascular, sua inibigao pelo azul
de metileno e pela hemoglobina. Descobriu-se que, também, o EDRF podia ser destruido
por dnions superdxidos e outros radicais livres, suportando o conceito de que EDREF, por si
s6, ndo era um radical. Os autores, através de cultura de células endoteliais injetados em
coronaria de coelhos descobriram que o EDRF possuia meia-vida de 3 a 6 segundos, sendo
descartada a hipotese de que o EDRF poderia ser uma prostaciclina ou outro metabdlito
semelhante cuja agdo é mais prolongada, concluindo que o EDRF € uma agente humoral de
curta duragdo, substancia quimica hidrofobica, de caracteristica anidnica semelhante ao

6xido nitrico, mas sem a confirmagdo que era o 6xido nitrico.

Introdugdo
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Através de ensaios bioldgicos em cascata em vasos isolados, onde o efluente de
uma preparagdo endotelizada perfundia uma artéria pré-contraida, foi demonstrada a
produgdo endotelial de uma EDRF (GRIFFITH et al.; 1985; RUBANYI et al.; 1985)
caracterizada como uma substancia instavel, com meia-vida da ordem de segundos
(HENDERSON et al,1991). A elevagdo dos niveis de guanosina monofosfato ciclico
(GMPc) nas células da musculatura lisa vascular que ocorre durante os relaxamentos
vasculares produzidos pela Ach, levou a hip6tese de que o EDRF seria o 6xido nitrico
(NO), um metabélito final dos nitrovasodilatadores com potente agdo estimulante sobre a
guanilato-ciclase solivel (GCs) (DIAMOND & BLISARD, 1976), que apresentava

semelhanca com o0 EDRF quanto aos seus efeitos bioldgicos.

O achado de que ambas as substancias ativam diretamente a GCs levou a
hipétese de que o EDRF poderia ser o NO, ou uma substancia precursora labil, da qual o

NO seria imediatamente liberado.

De acordo com pesquisas que evidenciaram que 0 EDRF e o NO tinham muitas
caracteristicas semelhantes como: liberagdo pelas células endoteliais, relaxamento da
musculatura lisa, inibi¢do da agrega¢do plaquetdria, indugdo de desagregacdo plaquetdria,
inibicdo da adesdo plaquetdria, estabilidade em 30 segundos, inibigdo direta por
hemoglobina e rea¢do com anions superéxido e O,, FURCHGOTT e IGNARRO, em 1988,
consideraram que o EDRF era o oOxido nitrico. Uma vez descoberta a substincia
responsavel pelo relaxamento vascular dependente do endotélio, outras perguntas foram
formuladas, sendo a indagag@o seguinte sobre como o endotélio produzia o radical. A
questdo foi respondida com os trabalhos de PALMER e colaboradores, em 1987, que
postularam ser a L-arginina a fonte de 6xido nitrico. O mecanismo pelo qual a célula
endotelial produzia 0 NO envolvia a metabolizagdo da L-arginina mediada pela enzima

6xido nitrico sintetase.
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1.2. SINTESE DO OXIDO NiTRICO

O NO é sintetizado a partir da oxidagéo da L-arginina, reagao mediada pela NO
sintetase Ca ™" dependente, com formagdo simultinea de L-citrulina (PALMER et al.,
1988a).

A importancia da L-arginina como precursor imediato do NO é comprovada
pelo bloqueio da produgdo desse fator por anal6gos da arginina, como a NG-monometil-L-
arginina (L-NMMA), a L-NAME (N-nitro-L-arginina, etil ester) e a N -nitro-L-arginina
(L-NOARG) que sdo bloqueadores da NO sintetase (PALMER et al., 1988D).

Como essa inibigio ocorre por competigdo, a adicio de grande quantidade de
L-arginina reverte o bloqueio da enzima (REES DD ez al., 1988), determinado por seus
analogos.

A produgdo endogena de L-arginina, em vasos normais, a partir de outros
aminoacidos, é suficiente para conversdo méaxima em NO, ndo havendo dependéncia de
L-arginina exdgena, como descritos por PALMER et al., 1988; e REES ef al., 1988. Os
autores verificaram que L-arginina exégena nio aumenta o relaxamento dependente do
endotélio, quando as células endoteliais estdo em meio de cultura deficientes em arginina.
Também, em casos de inibigio do relaxamento dependente do endotélio por analogos
estruturais, a inibigdo pode ser revertida pela arginina exdgena. Esse fato confirma a
participagdo de arginina na génese do NO (PALMER RMI et al., 1988; REES DD et al.,
1988). Isso tem sido demonstrado pela administragdo endovenosa de L-arginina (0,1 a
3mM ), a qual normaliza agudamente o relaxamento dependente do endotélio na aorta
tordcica de cobaias hipercolesterolémicas (COOKS er al,1991) e também, pela
administragdo intracorondria em pacientes com aterosclerose difusa ndo-obstrutiva da
artéria descendente anterior, indicando melhora do relaxamento dependente do endotélio

em artérias coronérias humanas (DUBOIS-RANDE et al.; 1992).

Os fatos indicam que, embora a arginina exdgena nio influencia a fung@o

endotelial em vasos normais, podem fazé-lo em situagdes patologicas.
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1.3. SECRECAO E LIBERACAO DO OXIDO NITRICO

O NO ¢ liberado em condi¢des basais € por estimulos a células endoteliais,
mantendo a vasculatura em estado de dilatagdo. Uma grande variedade de estimulos
fisioldgicos e substdncias vasoativas pode provocar a liberagio de NO. Entre os primeiros
incluem-se as alteragdes do fluxo sangiiineo, o stress da parede vascular e a tensio de

oxigénio.

Quando o fluxo sangiiineo aumenta nas grandes artérias, ocorre dilatagio
induzida por estimulagdo dos receptores de tensio da membrana das células endoteliais e
aumento da liberagdo de NO. A liberagdo fluxo-dependente é provavelmente, de crucial
importincia na circulagdo corondria, para perfusio sangiiinea miocardica G6tima durante o
exercicio. Nessas ocasides, o fluxo corondrio pode aumentar até 4 a 6 vezes, sendo

necessario para suprir as demandas miocardicas de oxigénio.

Outros mecanismos contribuem também, para a regulagdo do tdnus arterial
corondrio como: agdo de prostaciclinas, estimulagdo B adrenérgica, metabélitos
vasodilatadores e aumento de pressdo de perfusio; porém, nfo parece que desempenham

papel significativo no controle da vasodilatagdo fluxo-dependente em artérias normais
(VRINTS G & HERMAN AG:.; 1991).

O aumento do stress parietal (shear stress) - relagdo forca/unidade de area em
que atua na superficie endotelial ou luminal do vaso, como resultado do fluxo sangiiineo -
estimula a liberagdo de NO e ativa os canais de potassio, iniciando a hiperpolariza¢io do
endotélio (OHESEN SP er al., 1988). Esse efeito pode ter importincia no mecanismo
sensor do fluxo pelas células endoteliais (VRINTS & HERMAN , 1991), as quais

funcionam também como sensores de oxigénio.

Tais células endoteliais contribuem para regulagdo local do fluxo sangiiineo,
dentro de variagdes fisiologicas de tensdo de O, liberando: prostaciclina e PGE,
(BASSENGE & BUSSE, 1988; VRINTS & HERMAN ; 1991).
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Entre as diversas substincias que induzem & liberagdo de NO, incluem-se
neurotransmissores e horménios (acetilcolina, noradrenalina e vasopressina); mediadores
locais (bradicinina, histamina e substancia P) e compostos liberados ou gerados durante a
agregacio plaquetéria e formagdo de trombo - ADP, serotonina e trombina (BASSENGE
& BUSSE , 1988; VANE et al.; 1990).

O relaxamento de artérias isoladas induzida pela Ach € o exemplo mais classico
da participagdo do endotélio neste evento. (FURCHGOTT and ZAWADZKI, 1980a;
FURCHGOTT, 1983). Quando a fungdo endotelial estd preservada, a Ach, atuando em
receptores muscarinicos da membrana da célula endotelial, estimula a liberagdo de NO por
estas e provoca o relaxamento das células musculares lisas vasculares. Em presenga de
disfungdo endotelial, a Ach nio induz a vasodilatagdo e pode desencadear vasoconstric¢ao
por agdo direta na musculatura lisa (NABEL et al., 1990; McLENACHAN et al., 1991).
Assim, a Ach exerce agdes distintas e opostas nos vasos sangiiineos: constricgdo direta da

musculatura lisa vascular e vasodilatagio indireta mediada pelo endotélio.

1.4. FUNCOES DO ENDOTELIO VASCULAR

O endotélio deve ser considerado como um “6rgdo” endocrino e metabolico
altamente ativo na manutengdo de anticoagulagdo sangiiinea e do tonus vascular, liberando,

simultaneamente, fatores relaxantes e constritores.

Possui fungio no metabolismo de substancias vasoativas, como a conversdo da
angiotensina 1 em angiotensina II, cuja conversao é dependente da enzima conversora de
angiotensina (ACE) que esta localizada na membrana da célula endotelial (PALMER et al.;
1997).

Também participa na resposta imune por apresentar, na sua superficie, uma
variedade de antigenos, alguns dos quais sd0 eXpressos apenas apos sua ativacdo. Entre
estes estio os antigenos do sistema ABO, os antigenos complexos de maior
histocompatibilidade (MHC) de classe I e de classe II. A expressdo de varias dessas

moléculas pode variar em fungdo do calibre do vaso € do tecido onde ele esta localizado

Introdugdo
32



(STUNLOFF et al.; 1995). A expressao dessas moléculas, importantes na apresentacdo de
antigenos € na adesdo de células do sistema imune ao endotélio, conferem a célula
endotelial importancia na resposta imune, nos processos inflamatorios e na hemodindmica.
Também apresentam diversas moléculas de adesdo, algumas das quais atuam como

importantes sinais co-estimulatorios para ativagdo de linfécitos.

As citocinas e fatores de crescimento produzido pelas células endoteliais sdo
potentes moduladores de uma variedade de fungdes endoteliais relevantes ndo apenas no
contexto de resposta imunologica, mas também na regulacio de fendmenos de hemostasia e
trombose. As respostas da célula endotelial a esses fatores inflamatérios soliveis incluem:
alteragdo na expressdo de moléculas de adesdo, alteragdes na coagulagdo e alteragdo da
permeabilidade capilar. Além disso, as células endoteliais podem induzir efeitos nas células

da musculatura lisa dos vasos adjacentes a ela.

O endotélio vascular, além de desempenhar importante papel na regulagdo do
tonus vasomotor arterial, também € o principal mediador de dois processos biologicos
extremamente importantes na génese da reestenose arterial: a proliferacdo de células
musculares lisas € o remodelamento vascular. Além de sintetizar fatores estimuladores e
inibidores de crescimento celular, o endotélio € responsdvel pela manutengdo da
trombo-resisténcia, impedindo a ativagdo de plaquetas. O endotélio vascular tem importante
papel na modulag@o da contracdo miocardica e do ténus vasomotor coronario, por meio de

sintese e do metabolismo de agentes vasodilatadores e vasoconstritores.

A pesquisa sobre o endotélio vascular pode ser considerada relativamente nova
uma vez que ocorre, seriamente, ha apenas duas décadas. Compreende um campo amplo,
fascinante e, dia-a- dia, outras fun¢des do endotélio sdo descobertas, tornando-se cada vez
mais complexa sua atuagdo na regulagdo do aparelho cardiovascular.
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1.5. DISFUNCAO ENDOTELIAL

Virios fatores como a idade avangada, hipertensdo arterial, hipercolesterolemia,
radicais livres, fumo, diabetes, insuficiéncia cardiaca e outros sdo capazes de ocasionar
disfun¢do endotelial.

A liberagsio de 6xido nitrico diminui com o avangar da idade, assim como o
aumento do fluxo corondrio induzido pela infusdo de acetilcolina, fato demonstrado em
humanos por ZEIHER et al.;1993. Experimentalmente, em ratos idosos, essas mudangas
sdo vistas com a utilizagdo de agonistas como acetilcolina e célcio ionosforo. Nao se
detecta disfungdo de receptores muscarinicos ou seu modelo de sinais de transdug@o, mas
sdo relatados como dependentes da diminui¢fio da atividade de NO sintetase. Também ja se

demonstrou produgéo aumentada de endotelinas em ratos idosos (TSCHUDI et al.; 1996).

Na hipertensdo arterial, o aumento da reatividade de vasos isolados aos
estimulos vasoconstritores tem sido explicado por alteragdes na integridade funcional do
endotélio (VAN DER VOORDE & LEUSEN , 1986; VANHOUTTE & LUSCHER, 1987,
REES et al.,1989; PEARSON et al., 1990). A diminui¢do do relaxamento dependente do
endotélio por agdo da Ach, nos modelos de hipertensao arterial genética, renovascular e
DOCA-sal, reforca a idéia de que a redugfo (ou inibicdo) da liberagdo continua de NO
possa contribuir para a hipertensio arterial (DOHI ez al.; 1990; VANE et al.; 1990). O
aumento da reatividade vascular em vérios modelos de hipertensdo arterial experimental
tem sido atribuido, nfio s6 a redugdo da producdo de fatores de relaxamento, como também
ao aumento da producdo de, pelo menos, um fator de contragéo derivado do endotélio sob
estimulo do ADP. Foi demonstrado que a inibigdo da produgéo endotelial de NO suprime
totalmente o relaxamento dependente do endotélio, em vasos de resisténcia de ratos com
hipertensio renovascular, 0 que nd0 0corre em ratos normotensos. Isso indica que os vasos
de resisténcia dos animais hipertensos, além de terem a produg@o de NO reduzida,
praticamente nio produzem um outro fator de relaxamento, possivelmente o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), existente nos vasos dos animais
normotensos (DOHI et al.; 1990). Por outro lado, a produgao de um fator de contragdo
derivado do endotélio (EDCF), identificado como um produto da via da ciclooxigenase tem

sido evidenciada em diversos setores do organismo, incluindo os vasos de resisténcia. Esse
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fator, certamente, contribui para o aumento da resisténcia periférica, com a conseqiiente

manutengdo da hipertensdo arterial.

O relaxamento dependente do endotélio esta reduzido em hiperlipidemias e na

aterosclerose.

Os mecanismos fisiologicos e bioquimicos envolvidos na patogénese desta sdo,
ainda, controversos. A hipotese mais amplamente aceita € a de que a aterosclerose ¢ uma
resposta imune-inflamatoria da intima arterial a agressdo, ocasionada por fatores

extrinsecos, principalmente a hipercolesterolemia (DAVIES & WOOLF, 1993).

Na fase da formagdo da placa aterosclerdtica, ha um maior recrutamento de
monocitos nas areas propensas a lesdo, porém, em humanos e em animais
normocolesterolémicos, os monocitos tém muito pouco receptores para LDL e,
ocasionalmente, aderem-se ao endotélio arterial e penetram na intima. Os mondcitos, na
intima arterial, sofrem ativac@o e diferenciagdo celular, transformando-se em macrofagos
residentes, processo que esta associado as mudangas das suas fungdes (YIA-HERTUALA
et al.; 1989; WITZEN, 1993). O excesso da LDL na circulagdo acarreta maior nimero de
particulas da LDL na regido da intima, geragdo de células espumosas e disfungdo do

endotélio arterial , na opinido de STEINBERG ez al ; 1992.

Ocorre disfungdo endotelial na aterosclerose e na sua complicagdo ocorre
infarto do miocardio. No infarto do miocardio ocorre obstrugdo da artéria coronaria,
promovendo limitagdo fixa para o fluxo coronario durante o aumento de demanda de O,
provocando angina. Apds um episodio de infarto agudo do miocardio, a fungdo

vasodilatadora da coronaria fica comprometida e permanece nisso apos trombose.

O relaxamento dependente do endotélio tem sido estudado no homem

extensivamente em artéria coronaria epicardica, “ in vitro” e “in vivo”.

Em 1986, disfun¢do endotelial foi encontrada em artéria coronaria de humanos
com avangada aterosclerose (LUDMER ef a/;1996) e, em (UREN ef al; 1994)
demonstraram que a fungdo vasodilatadora era reduzida em coronaria de infartados e no

miocardio normal seguindo infarto do miocardio. Disfun¢do endotelial tem sido
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demonstrada em pacientes com varias sindromes coronarianas aguda. Embora a disfungdo
tem sido encontrada além das artérias corondrias comprometidas, reduzindo o fluxo

sanguineo também em artérias normais, verificado em angio grafia (REIBER et al.; 1985).

A disfungdo endotelial é a manifestagdo inicial no processo aterogénico, sendo
decorrente de vérios eventos, capacidade de oxidar a LDL e de responder as lipoproteinas
oxidadas, produgio dos fatores de crescimento, moléculas quimiotaticas e reativas,
capacidade de expressar atividade pro-coagulantes e modulagdo da permeabilidade
vascular. Estudos com animais demonstram que a hipercolesterolemia e a aterosclerose
induzidas produzidas por dietas produzem anormalidades mais funcionais que anatomicas
do endotélio (HARRISON et al; 1994), alterando a fun¢do endotelial também na
microcirculagdo (ANDERSON et al.; 1995).

A insuficiéncia cardiaca é uma sindrome cardiovascular freqiiente, afetando
grande parte da populagio em geral, encontrando-se entre as mais letais das sindromes,
rivalizando com tumores malignos (TAYLOR et al.;1995).

Admite-se que, na insuficiéncia cardiaca, as alteragbes hemodinamicas e
hormonais determinariam a remodelacdo funcional e estrutural do coragdo e vascular. Do
ponto-de-vista vascular, predomina a vasoconstricdo e o aumento da rigidez da parede
vascular. O aumento da rigidez vascular adquire importéncia fisiopatolégica, pois acarreta
redugdio da capacitincia venosa e o aumento da pré-carga e pés-carga, agravando a redugao
do trabalho cardiaco. Além do fluxo sangiiineo, a pressdo arterial também € determinada

pela integragdo de mecanismos reflexos, humorais e locais (CONHEN et al.; 1995).

A insuficiéncia cardiaca é caracterizada pelo aumento da resisténcia vascular
periférica, que pode, ser em parte, devido ao comprometimento da atividade dos fatores
relaxantes derivados do endotélio (KAISER ez al.; 1989). Esse comprometimento ocorreria
em conseqiiéncias das alteragdes hemodindmicas e neuro-hormonais presentes nos quadros
de insuficiéncia cardiaca. Tais alteragdes incluem atividade simpatica, atividade
colinérgicas, fatores humorais tais como noradrenalina, angiotensina, vasopressina, fatores
locais (relaxantes do endotélio, endotelinas, angiotensina II, prostaglandinas e cininas),

fatores mecanicos (atividade muscular e termorregulagio cutanea) e mecanismos
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auto-reguladores (incluindo reflexos mitogénicos e respostas induzidos pelo metabolismo
(HIRSCH et al.; 1987). O infarto do miocardio resulta da deficiéncia total de irrigacéo
sangiiinea em é4reas do coragdo. A isquemia provoca dor intensa e imediata causando a
morte dos tecidos, num processo que, depois de algumas horas, € irreversivel. O tecido
necrdtico € substituido por tecido cicatricial, quando o infarto nio determina a morte do

individuo.

A placa se rompe por hiperatividade simpatica, que aumenta a pressdo arterial,

a freqiiéncia cardiaca e o fluxo intracoronario.

A exposi¢do do endotélio lesado aos elementos figurados do sangue
desencadeard a ativagdo e agregagdo plaquetdria e a ativagdo de cascata de coagulagdo com
formacdo do trombo, inicialmente plaquetario (branco) e em seguida completo de plaquetas
¢ fibrina (trombo vermelho). O equilibrio entre esses fatores protromboticos e fibrinoliticos
endégenos e a extensdo da ruptura da placa determinardo a formagdo de um trombo
oclusivo que causa o infarto (FUSTER & LEWIS, 1994).

O aumento do risco de morte por doengas cardiovasculares € maior no inverno
do que no verdo. Mudangas na temperatura, dias mais longo e dieta t€m sido atribuidas,

porém, outra possiblidade é que a infec¢do ¢ um alto fator de risco.

Outros fatores sistémicos podem também gerar disfungdo endotelial, tais como:
infec¢des (TILLET et al.; 1993; VOLTANEM et al.; 1993), toxinas bacterianas liberadas
ap6s cirurgia do abdomen (MAMODE et al.;1995); fumo (RIBEIRO JORGE et al.; 1995).

1.6. REVERSAO DA DISFUNCAO ENDOTELIAL

Procedimentos, direcionados a cada um dos fatores de risco para a disfungéo
endotelial, mostraram-se eficazes em reverté-la. Assim, em coelhos hipercolesterolémicos
(RIBEIRO JORGE er al.; 1994) utilizaram estatinas e verificaram sua eficicia em reduzir a
disfun¢do endotelial, em curto tempo de tratamento. Os mesmos autores também utilizaram

anti-oxidantes RIBEIRO JORGE et al.; 1998 com resultados semelhantes.
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Os inibidores de ECA tém sido aventados para modificar a reversdo endothelial
e, assim, CACHOFEIRO et al.; 1993 ¢ BUIKEMA et al.; 1993 obtiveram resultados
favoraveis a reversio com inibidor de enzima de conversdo da angiotensina no tratamento
de hipertensdo arterial, assim como para o tratamento de insuficiéncia cardiaca com
ibopamine. Um dos IECA, quinapril, estudado por Mancini ef al.; 1996, através do ensaio
clinico “Trial on Reversing Endothelial Dysfunction (TREND)” revelou atuar em nivel
endotelial, independentemente de vasodilatagdo e efeito hemodindmico. O estudo ocorreu
“in vivo™”, através da verificagdo da fungdo endotelial nas corondrias, apés 6 meses de
tratamento.

O trabalho de Mancini demonstrou que a inibi¢do da angiotensina II atenua a
contragio da musculatura lisa e a geragdo de anions superdxido. Isso ocorre através da
estimulagdo do sistema de oxidases NADH/NADPH na musculatura lisa, levando a menor
inativagdo do 6xido nitrico.

Os inibidores da enzima conversora de angiotensina foram investigados,
visando, primeiramente, o tratamento da hipertensdo arterial. A partir da década de 80,
essas drogas apresentaram agdes que melhoraram os efeitos deletéricos da insuficiéncia
cardiaca, como demonstraram estudos clinicos de grande porte (SOLVD, SAVE, AIRE).
Tais estudos, envolvendo grande nimero de pacientes com disfungdo ventricular,
pés-infarto do miocérdio, concluiram haver reducdo significativa da mortalidade em

conseqiiéncia do tratamento com IECA.

Recentemente tém sido utilizadas no tratamento da hipertensdo arterial,
insuficiéncia cardiaca e infarto do miocardio, drogas capazes de inibir seletivamente a
producio de angiotensina. O mecanismo ocorre pelo bloqueio especifico do receptor AT1
ao qual se liga a angiotensina II. Esse bloqueio seletivo permite a atuagdo apenas no
mecanismo renina-angiotensina-aldosterona, o qual ndo ¢ possivel quando ocorre a inibi¢do

pela enzima de conversao.

Os efeitos hiponsores do IECA dependem, nfo so6 de sua intervencdo direta
sobre a geragdo de angiotensina-II (GAVRAS et al.; 1974; Mc AREAVY et al.; 1990),
mas também da nio-degradagdo de cininas vasodilatadoras e peptideos inativos (ERDUS et
al; 1990). Contudo, tais efeitos parecem ser mais complexos e relacionam-se a

mecanismos dos quais eventualmente participa o endotélio.
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Outras drogas tém se mostrado eficazes em reverter a disfun¢do endotelial, tais
como: Vitamina-E (RIBEIRO JORGE et al.; 1998) e anti-oxidantes (RIBEIRO JORGE
et al.; 1997).

Com a possivel atuagdo dos IECA e IEATI, sobre o endotélio vislumbra-se
uma nova aplicagdo dessa classe de drogas, ampliando o horizonte para sua indicagdo

terapéutica.

1.7. O INFARTO EXPERIMENTAL DO MIOCARDIO

O infarto experimental do miocédrdio constitui uma metodologia que possibilita
estudos em todos os aspectos do evento, incluindo: mecanismos fisiopatologicos,
manifestacbes clinicos e patolégicos, assim como a terapéutica, promovendo um

conhecimento prévio a utilizacdo de procedimentos posteriores em humanos.

Em 1937, Grassi iniciou estudos em infarto experimental, utilizando cédes como
modelo, eles possuem circulagdo coronaria similar 4 dos humanos e também € conveniente
para cirurgia toracica. O experimento foi feito através de ligadura da coronaria descendente
anterior com o objetivo de saber em quantos dias ocorreria o infarto e o tempo de
sobrevivéncia dos animais. Em 1946, Heimburger utilizou ratos como modelo
experimental, induzindo o infarto do miocérdio pelo mesmo método de Grassi. O objetivo
do estudo foi semelhante, ou seja, verificar se a ligadura da coronaria descendente anterior
determinava o infarto. Todavia, foi Olson e Johns, em 1954, que pormenorizadamente
abordaram o assunto estudando em ratos, hamsters e porcos-da- india. O rato, entretanto,
foi o animal que se encontrou mais adequado, por apresentar certas peculiaridades, como:
ndo possuir artéria circunflexa verdadeira, as artérias s@o terminais e raramente se
anastomosam, o que facilita a indugéo da isquemia miocéardica. Além disso, sdo animais de
pequeno porte, faceis de serem obtidos e manuseados, s3o muito resistentes a agressao
cirirgica e desenvolvem o infarto rapidamente. Ao longo do tempo, a técnica foi recebendo
modifica¢des, com o objetivo de diminuir a mortalidade dos animais. No entanto, o sucesso

da operacdo € baixa, sendo que, apenas 49% dos animais, desenvolvem o infarto, embora a
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ligadura aconte¢a sempre no mesmo local. Também o tamanho do infarto varia apesar da
técnica adequada. Em 1997, inovagdes propostas por Ye ef al., compreendendo anestésico
diferente, intubagdo orotraqueal, ventilagdo mecénica, ligadura da corondria utilizando
microscopio, drenagem toricica e cuidados intensivos no pds operatdrio, conseguiram

reduzir em muito a mortalidade imediata, assim como variagdes na dimensdo do infarto.

O modelo experimental em rato tem-se prestado ao estudo com drogas que
visam diminuir as conseqiiéncia do infarto, como: hipotensio arterial, arritmias (LYNCH
et al ; 1999), insuficiéncia cardiaca, a grande mortalidade imediata (UNDERWOOD ef al.;
1997) e o remodelamento ventricular (SPINAR et al.; 2000).

Dentre os estudos experimentais utilizando drogas, com o fim de minimizar as
conseqiiéncias graves do infarto do miocardio, salientaram-se os de PFEFFER et al.; 1985,
1988, que abordaram a influéncia dos IECA na redugdo da mortalidade, remodelagdo
ventricular e extensdo do infarto. Os resultados positivos que os IECA proporcionaram
motivou a comunidade cientifica para ensaios clinicos com os IECA pés-infarto do
miocardio. Assim, a partir de 1987, o projeto SAVE iniciou uma serie de estudos a longo
prazo, que colocaram o IECA definitivamente dentro da estratégia terapéutica do infarto do

miocardio.

A partir de 1993, o infarto experimental do miocardio, sendo o rato como
modelo experimental, passou a fazer parte da linha de pesquisa do Laboratério de Estudos
em Endotélio, Lipides e Aterosclerose do Nucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental/ FCM/UNICAMP. Os primeiros trabalhos visaram a padronizagdo de técnica
(ALMEIDA e col.; 1993 e ALMEIDA e col; 1994), assim como a repercussiao de
diferentes representantes dos IECA na mortalidade e dimens3o do infarto. Por ndo serem
muitos os estudos envolvendo o infarto do miocardio e disfungdo endotelial, e ainda
existirem controvérsias em varios aspectos deste assunto, resolveu-se avaliar esse tema no

Laborat6rio de Endotélio, Lipides e Aterosclerose.
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OBJETIVOS
Geral

Avaliar a fun¢do endotelial na vigéncia do infarto experimental do miocérdio

em sua fase recente, em ratos.
Especificos

- Estudar o efeito dos inibidores de enzima de conversio da angiotensina na
fungdo endotelial da aorta de ratos infartados ;

- estudar o efeito dos inibidores especificos dos receptores AT1 da angiotensina

na fungéo endotelial da aorta de ratos com infarto do miocardio;

- verificar o efeito dos inibidores da enzima conversora de angiotensina e
inibidores especificos dos receptores AT1 na mortalidade dos animais com

infarto experimental do miocardio;

Introdugdo
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2.1. DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Para o presente estudo, utilizou-se ratos machos, da linhagem wistar,
provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), com idade de 16-20 semanas, pesando entre 350-400g. Os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas (em nimero de 5 animais por gaiola), no biotério do Nucleo
de Medicina e Cirurgia Experimental, com 12 horas de periodo diurno (das 7 horas as 19
horas) e com 12 horas de periodo noturno (19 horas as 17 horas) mantidos artificialmente.
Os animais serviam-se “ad libitum” de dgua e ragdo propria adquirida da Purina (fabricante

da ra¢do).
Estudou-se 80 ratos, divididos em 8 grupos:
Grupo controle (RNN): 10 ratos normais

Grupo sham (RSS): 10 ratos em que se transpassou o fio sob a corondria, mas

sem dar né.
Grupo infarto médio (RIM): 10 ratos infartados
Grupo infarto grande (RIG): 10 ratos
Grupo infarto médio e tratado com lisinopril (IECAM): 10 ratos
Grupo infarto grande e tratado com lisinopril (IECAG): 10 ratos
Grupo infarto médio e tratado com losartan (IEATM): 10 ratos

Grupo infarto grande e tratado com losartan (IEATG): 10 ratos

2.2. MEDICAMENTOS UTILIZADOS

O inibidor da enzima de conversdo utilizado foi o lisinopril, um anilogo do
enalapril, com a¢do prolongada por 24 horas apés administragdo de uma unica dose. O

lisinopril sofre absorgdo lenta e incompleta (30 minutos apds administra¢do oral), as

Material e Métodos
45



concentragBes maximas no plasma sdo obtidas dentro de 6 a 8 horas, sendo metabolizado
pelo figado. O lisinopril é depurado na forma intacta pelo rim, sendo sua meia-vida no
plasma de cerca de 12 horas (ARMAYOR er al.; 1988; LANCASTER et al.; 1988;
GASRAGLAV et al.; 1988).

O inibidor especifico dos receptores AT1 da angiotensina utilizado foi o
losartan que ¢ um fenil tetrazolio de peso molecular baixo n3o peptideo e ativo por via
oral, sendo uma pré-droga. Apresenta atividade prolongada, podendo ser administrado a
cada 24 horas. (BAUER et al.; 1995 e JOHNSTON et al.; 1995).

2.3. DOSE E ADMINISTRACAO DOS MEDICAMENTOS

Sendo a agdo mais conhecida dos inibidores da enzima de conversdo e
inibidores dos receptores AT1 a capacidade em diminuir a pressao arterial, baseado neste
fato utilizou-se a pressdo arterial como um bom pardmetro de que os medicamentos estejam
atuando. Em sendo assim, encontrou-se na literatura que as doses de 20 mg/kg/dia de
lisinopril e 30 mg/kg/dia de losartan eram eficazes em baixar a pressao arterial em ratos,
como verificado por (ZORNOFF et al.; 1997 e GOHLK et al.; 1996)

Em um grupo de animais utilizou-se estas doses por 2 dias antes da indugdo do
infarto e verificou-se que elas foram capazes de reduzir a pressdo arterial em 15,68% * 3,53
e 14,14 % + 3,77, respectivamente para o lisinopril e losartan. Esse tempo foi o
preconizado para o estudo. Em outros animais utilizamos doses a partir de 5 mg/kg/dia para
o lisinopril e 5 mg para o losartan, sendo que percentagem de redugo da pressdo arterial
foi proporcional as dosagens utilizadas (graficos 1 e 2).

A metodologia para indugdo da pressdo arterial foi a plestimografia de cauda
(BYRON & WILSON, 1938), a qual preconiza o aquecimento do rato dentro de uma
camara fechada dividida em 3 compartimentos: um deles com luz, outra para o animal e
outro com termdmetro para controlar a temperatura da caixa, que nao pode ultrapassar a
50°C. A cdmara ¢ mantida aquecida por 20 minutos e ap6s, o animal € colocado e deixado

por 10 minutos dentro do compartimento. Esse tempo € suficiente para ocorrer a
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vasodilatagdo da artéria caudal e assim possibilitar melhor ausculta do movimento do

sangue. A pressdo arterial €, entdo, medida com manguito e transdutor de pressio com

amplificador. (Fig. 1)

Os medicamentos foram cedidos gentilmente pelo laboratorios Zéneca

Farmacéutica do Brasil (Cotia SP) e pela Biossintética LTDA (Tabodo da Serra).

BAT TEMEERRTURE
U CONTROR BN

<N )

Figura 1: Foto representando o Registrador Narcotrace 500, caixa de aquecimento,

transdutor de pressdo, utilizados na medida de pressdo da cauda.
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Grafico 1: Diminuicdo de pressdo sistdlica em % dos animais tratados com IECA nas

doses de Smg, 10mg e 20 mg, respectivamente.
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Grifico 2: Diminuicdo de pressio sistolica em % dos animais tratados AT1 nas doses de

10, 20 e 30 mg, respectivamente.
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2.4. INDUCAO DO INFARTO DO MIOCARDIO

O infarto do miocardio foi induzido pela ligadura da coronaria descendente
anterior, segundo a técnica preconizada por JOHNS e OLSON, 1954. Os animais foram
anestesiados por inalagdo com éter etilico (CHEMCO Industria e Comercio LTDA,
Campinas), imobilizados e efetuada incisdo no 4°. espago intercostal esquerdo, afastado
uma costela da outra com auxilio de um pequeno afastador. (fig 2, 3, 4). O torax era
levemente comprimido com o polegar e o indicador, para que o coragdo fosse retirado da
cavidade toracica (fig.5 e 6). A ligadura da coronaria descendente anterior era realizada
com fio 4.0 de surgilene (fig. 7 e 8), entre o cone da artéria pulmonar e o apéndice atrial
esquerdo. Apos, o coragdo era rapidamente colocado dentro da cavidade toracica e o torax
suturado com fio algoddo 3.0 (fig. 9 ). Nos animais que serviram como controle sham, uma
ligadura ficticia era realizada, no qual o fio era passado na mesma regido, mas ndo era
amarrado. O restante do procedimento era idéntico aos animais de estudo. Apos a cirurgia,
os ratos eram colocados em suas gaiolas, com alimentagdo e agua “’ad libitum™’, ficando
em observagdo por 24 horas dentro do laboratorio. Depois de 24 horas, 0s animais eram
transferidos para o biotério do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da Faculdade

de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.
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Figura 2: Exemplifica a montagem da mesa cirtrgica para indugfo do infarto do miocardio

em ratos.

¥

Figura 3: Demonstra¢ido do preparo do animal, anestesia e local de incisdo no 4" espaco

intercostal esquerdo da abertura do térax do animal.
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Figura 4: Demonstragdo da incisdo no 4" espaco expondo gradeado costal por afastamento

da musculatura do torax.

Figura 5: Demonstragdo com exposi¢do do cora¢do visualizado pela ponta do ventriculo

esquerdo.
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Figura 6: Demonstrac¢do do local por onde se passa o fio entre o cone da artéria pulmonar e

o apéndice atrial esquerdo.

i i .

Figura 7: Demonstracdo, apos a ligadura, o coragdo sendo recolocado na cavidade torécica.

Material e Métodos
52



Figura 9: Visdo da sutura terminal na parede do torax
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2.5. EXTENSAO DO INFARTO

Para medir-se a extensdo do infarto, usou-se dois métodos. O primeiro
constituiu-se de um método macroscopico a coloragdo com cloreto de trifenil tetrazolio
(TTC) (FISHBEIN, 1981), aplicado em 4 cortes do coragdo perpendiculares ao septo
interventricular, da base a ponta do érgdo. Para conseguir cortes simétricos, injetava-se
gelatina a 50% por cénula inserida no ventriculo esquerdo, através da aorta. O coragdo era
entdo resfriado em geladeira, para solidificagdo do gel e, assim possibilitar cortes
uniformes, realizados com lamina de bisturi. O TTC era colocado em uma placa de petri,
aquecido em estufa a 37°C e ap6s 15 minutos, os cortes eram imersos no TTC. O principio
da coloragio com esta substincia ¢ baseado no fato de que midcitos com presenca de
atividade de desidrogenase e adequada concentragdo de cofator NADH reduz o indicador
da coloracdo. Na 4area infartada, a enzima perde a atividade. Assim, a coloracdo vermelha
desaparece, dando lugar a uma cor amarelo palida. O segundo método utilizado foi a
microscopia. Apds a verificagdo ao TTC, os fragmentos foram fixados em formol a 10%,
envolvidos em blocos de parafina, retirados fragmentos em micrétomo (Spencer-820
American Corp.) e corados com hematoxilina-eosina. As ldminas histoldgicas foram
preparadas no Laboratério de Patologia Experimental do Nucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental. A partir dos cortes histologicos montados entre ldmina e laminula eram
delimitadas as 4reas do ventriculo esquerdo e do infarto. Para o célculo da 4rea infartada e
total do VE usou-se 0 método matematico em que a férmula para o céalculo da area do
circulo e de um segmento deste foi utilizado, calculando-se apés, a porcentagem que a area
infartada correspondia em relagdo ao total do ventriculo. Para facilidade de aplicacdo do
método, as laminas foram xerocadas e os calculos realizados sobre o papel (figura 10).
Considerou-se infarto médio, quando a érea infartada correspondia de 20 a 40% da area

total do VE e infarto grande, quando esta area ultrapassava os 40% -
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Figura 10: Xérox da lamina demonstrando os locais d

o ventriculo esquerdo e do infarto sobre 0s
quais foi aplicado a formula matematica para calculo da area.

; IECNS W, i g A K W : _-; o "" 3‘_&5 .
Figura 10 A: Fotomicrografia demonstrando o infarto do miocardio A (X5) Necrose de fibras
miocardicas e infiltrado inflamatdrio.

B(X40) Pormenor de A, onde se observa
infiltrado inflamatério agudo, necrose, fibrose e tecido de granu lagdo
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2.6. ESTUDO DA FUNCAO ENDOTELIAL

No estudo da fun¢do endotelial, seguiu-se a técnica de obtencdo de curvas dose
resposta com acetilcolina (FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980). A técnica compreende o
estudo de anéis de aorta tordcica de 4 mm de comprimento, limpos e cuidando-se para que
0 endotélio ndo fosse lesado. Os anéis eram suspensos entre algas de aco inoxidavel, dentro
de um sistema de vidro constituido de uma dupla cAmara por onde circula constantemente
agua mantida a 37°C. O circuito era fechado, em reservatério com volume constante de 10
ml. As algas de aco inoxidavel eram ligadas, uma ao fundo do reservatério e outra ao
transdutor de forga (Narcotrace F-60), sendo aplicada forca de 1g ao anel de aorta. A
contragdo ¢ o relaxamento foram registrados (Registrador Narcotrace 40) (fig. 11 e 12). Os
anéis foram banhados em solucdo de Krebs Henseleit com a seguinte composi¢cdo (mM):
NaCl 113; NaHCO; 25; MgS0.4.7 H,0 0,44; CaCl, 1,9; EDTA 0,03; KCl 4,4; KH,PO4
1,18; Glicose ¢ foram aerados, continuamente, com carbogénio na composicdo de 95% O, e
5% CO,. Apds uma hora, com troca a cada 20 minutos da solugdo de Krebs Henseleit, foi
feita a contragdo do anel de aorta, utilizando-se 10 7° M de noradrenalina, deixando-se agir
por 10 minutos. Apés, é aplicada acetilcolina e verificado o relaxamento. Curvas de
concentragdo-efeito com acetilcolina (10%° M a 10 M) foram realizadas e expressas em
porcentagem. Para verificar a integridade da musculatura lisa e confirmar o déficit de
relaxamento depende do endotélio lesado, utilizou-se o nitroprussiato de sédio. Tal
procedimento foi realizado apés os anéis serem lavados com solugdo de Krebs Henseleit e
até atingir-se um novo equilibrio, com troca a cada 15 minutos. Apoés, nova curva
concentragdo-efeito com noradrenalina 107 M e curvas de relaxamento com nitroprussiato

de sédio (10*° M a 10*° M) foram realizadas. A figura 13, demonstra tal procedimento.
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Figurall: Foto representando o midgrafo de Buchner e do Registrador Narcotrace, no qual

foi realizado estudo do relaxamento dependente do endotélio.

Figural2: Aorta de rato com 4mm de comprimento. banhado com Krebs e acrado.
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Figura 13: Registro das curvas de concentrag¢do efeito com ACh e NPS

2.7. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi orientada e realizada pelo setor de Estatistica do Fundo
de Apoio ao Ensino e a Pesquisa (FAEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas, conforme (CONOVER, 1971 ¢ MONTGOMERY
1991)

Os testes utilizados foram:

1) Kruskal-Walls — teste ndo-paramétrico para peso dos ratos em vista do

tamanho amostral;

2) Analise de Varidncia e Teste de Duncan - teste ndo paramétrico para
comparagdo do relaxamento dependente do endotélio entre os oito grupos
com medidas repetitivas para experimento fatorial, por serem utilizadas

diferentes doses de acetilcolina no mesmo animal.

3) Qui-Quadrado — teste ndo paramétrico para verifica¢cdo da mortalidade entre

0S animais.
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3.1. PESO INICIAL DOS ANIMALIS

Em relagdo ao peso dos animais, apenas o grupo IECAM apresentou peso maior
em relagio aos demais. A diferenga foi estatisticamente significativa e encontra-se

apresentada nos graficos 3 e 4.

3.2. MORTALIDADE DOS ANIMAIS NOS DIFERENTES GRUPOS

Os resultados em relagdo a mortalidade dos ratos estdo apresentados nos
graficos 5 € 6. A mortalidade imediata, isto €, nas primeiras 24 horas, dos animais
infartados e ndo tratados foi de 17,71%. Nos animais infartados e tratados com IECA foi de
23,64% e naqueles tratados com IEAT1 foi de 12,33%. Néao houve diferenga estatistica
significativa entre os 3 grupos, conforme demonstrou o teste do Qui-quadrado (p>0,05). A
mortalidade tardia, considerada apés 24 horas, foi de 7,59% nos infartados ndo tratados,
nos infartados e tratados com IECA foi de 9,52% e naqueles tratados com IEAT] foi de
10,94%. Nao se detectou diferenca estatistica significativa, quando estes foram avaliados

pelo teste do Qui-quadrado (p > 0,05).

3.3. RELAXAMENTO DEPENDENTE DO ENDOTELIO

As curvas de concentragio efeito de Ach obtidas de anéis de aorta apds
pré-contragdo com noradrenalina 10 7 M apresentaram as seguintes tensdes iniciais nos

varios grupos e pode ser vistos na tabela 1, ndo havendo diferengas significativas nos oito

grupos estudados.
RATOS % RELAXAMENTO TENSAO
RNN 78,24% + 3,57 1,38 + 0,14
RSS 40,40% + 4,33 1,44 + 0,25
RIM 29,29% + 6,33 1.57 + 0.30
RIG 14,04% =+ 5,20 1,54 = 0,36
I[ECAM 32,69% = 4,73 1.28 + 0,36
[ECAG 48,94% % 9,29 1.39 + 0,38
ATIM 30,59% + 4,65 1,30 + 0.36
AT1G 26,98% = 7.80 1.46 + 0,36
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Os resultados do relaxamento dependente do endotélio expressos em %
também estdo representados na tabela 1. Os resultados também estdo expressos na forma
de graficos, para melhor facilitar a visualizagdo das médias dos relaxamentos (graficos 7, 8,
9 e 10), de formas separadas.

No grafico 7, observou-se que houve um menor relaxamento dependente do
endotélio nos ratos sham (40,04%=+ 4,33%) em relagdo aos ratos normais, (78,24% = 3,57),

sendo estatisticamente significantes.

No grafico 8, observou-se um menor relaxamento dependente do endotélio nos
ratos com infarto médio (29,29 = 6,33) em relagdo aos ratos normais (78,24% + 3,57),

sendo estatisticamente significante.

No grafico 9, observou-se um menor relaxamento dependente do endotélio os
ratos com infarto grande (14,04% =+ 5,20) em relagdo aos ratos normais (78,24% = 3,57),

sendo estatisticamente significante.

No gréfico 10, todos os grupos estdo representados, possibilitando uma visdo

global dos resultados.

Os resultados dos animais apresentando infarto médio (RIM) e tratados com
lisinopril (IECAM) estdo expressos no grafico 11. O relaxamento de 32,69%=+ 4,73, foi
semelhante ao grupo ndo tratado (RIM), ndo havendo diferengas estatisticas entre os

grupos.

Os resultados dos animais apresentando infarto grande (RIG) e infartados e
tratados com lisinopril (IECAG) estdo expressos no grafico 12. O relaxamento de 48,94 +
9,29 foi maior do que no grupo com infarto grande (RIG), sendo esta diferenca

estatisticamente significante.

Comparando o relaxamento dependente do endotélio entre os animais com
infarto médio (RIM) e aqueles com infarto médio e tratados com losartan (ATM1),

expressos no grafico 13, nota-se ndo houve diferencas estatisticas significativas entre os

grupos.
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Comparando os relaxamentos maximos entre 0s animais com infarto grande e
aqueles tratados com losartan (ATG1) notou-se diferenca estatistica significativa entre 0s

grupos. Os resultados podem ser melhor visualizados no grafico 14.

Comparando os resultados dos ratos com infarto médio (RIM) sem tratamento
eaqueles tratados com lisinopril (IECAG) e com losartan (ATM1), verificou-se que ndo

houve diferenca estatisticamente significante (grafico 15).

Comparando os resultados dos ratos com infarto grande (RIG) ndo tratados e
aqueles tratados com lisinopril (IECAG) e com losartan (ATG1), verificou-se que houve
diferenca estatisticamente significante entre 0s animais tratados e ndo tratados e entre os

tratados com TECAG(48,94 = 9,29 e AT1G 26,98 +7.80)
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Gréfico 3: Peso dos ratos nos animais do grupo RNN, RSS, RIM ¢ RIG. Sendo p > 0,05.
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Grafico 6: Mortalidade apos 24 horas. Nos grupos infartados sem tratamento (RI) e
naqueles infartados e tratados com inibidores de enzima conversora de
angiotensina (RIECA), infartados e tratados com inibidores dos receptores
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Grafico 8: Relaxamento maximo dependente do endotelio nos grupos RNN e RIM. Sendo

* p< 0,05.
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Grafico 9: Relaxamento maximo nos grupos RNN e RIG. Sendo * p< 0,05.
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Gréfico 10: Relaxamento maximo nos grupos RNN, RSS, RIM e RIG.Sendo *p<0,05.
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Grafico 11: Relaxamento maximo dependente do endotélio nos grupos RNN, RSS,
[ECAG e RIG. *p <0,05
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Grafico 12: Relaxamento maximo nos grupos RNN, RSS, RIM e IECAM. *(p <0,05)
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Grifico 14: Relaxamento méaximo nos grupos RNN, RSS, RIM e [EATM * p<0,05.
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Grifico 15: Relaxamento maximo dependente do endotélio: RNN, RSS, RIM, [ECAM e
IEATM sendo * p<0,05.
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Grafico 16: Relaxamento maximo dependente do endotélio: RNN, RSS, IECAG, [EATG
e RIG, sendo * p< 0,05.
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O infarto do miocardio é um dos diagndsticos mais comuns em pacientes
hospitalizados nos paises industrializados. Nos EUA, cerca de 1 milhdo e 500 mil infartos
do miocéardio ocorrem a cada ano, sendo que a taxa de mortalidade é de aproximadamente
30% com mais da metade das mortes acontecendo antes que o paciente chegasse ao
hospital; também as mortes ocorrem, aproximadamente, uma hora apos o inicio dos
sintomas, e tais mortes geralmente sdo em conseqiiéncia de arritmias cardiacas. Embora a
taxa de mortalidade no infarto agudo do miocéardio tenha declinado cerca de 30% durante as
duas tltimas décadas, 1 entre 25 pacientes que sobrevivem 2 hospitalizacdo inicial falece no
primeiro ano apds o evento. A sobrevida € acentuadamente reduzida, principalmente, nos
pacientes idosos (> de 65 anos de idade), cuja taxa de mortalidade chega a 20% no primeiro

més e 35% um ano apos o infarto.

A mortalidade no infarto tem diminuido desde 1960 (DEVREEDE et al.; 1991;
NAYLOR et al.; 1994) devido, principalmente, & criagdo das unidades coronarianas, nas
quais é possivel a monitorizagio das arritmias, do choque cardiogénico, assim como de
outros parametros. A terapéutica trombolitica endovenosa, o desenvolvimento de
angioplastia e o avango na terapéutica com beta bloqueadores, antitrombéticos, nitratos,
imibidores da enzima conversora de angiotensina e, mais, recentemente, bloqueadores
especificos dos receptores AT1, tém contribuido para melhorar a sobrevida dos pacientes
infartados.

No Brasil, as estatisticas a respeito da taxa de mortalidade no infarto do
miocardio se referem somente aos hospitais publicos, conforme levantamento feito em S&o
Paulo (MARCOPITTO et al.; 2000) e na Bahia (PASSOS et al.; 2000).

Em 1979, no estado de Sdo Paulo 54,9% das mortes por infarto agudo do
miocardio ocorreram dentro do ambiente hospitalar, esses dados, sdo coerentes com 0s
paises mais desenvolvidos. Também, os autores observaram redugdo da taxa da mortalidade
no infarto agudo em populagio intra-hospitalar, chegando a 13,7%, em 1996. O mesmo
ocorreu em Salvador, nos periodos de 1989 a 1992, cujas estatisticas de hospitais publicos
apresentaram 10% de mortalidade. J4 no periodo de 1993-1996, esta mortalidade ¢ referida
de 20,3%.
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Observa-se, pelas estatisticas citadas, que apesar dos avangos diagnosticos e
terapéuticos, a mortalidade, na fase recente e tardia do infarto do miocardio, continua alta.
Assim, estudos referentes ao assunto continuam sendo necessérios para compreensdo de

mecanismos envolvidos na génese do infarto.

Neste trabalho, procurou-se analisar varidveis ocorridas na vigéncia do infarto
agudo do miocardio e estratégias terapéuticas que poderiam modificar sua evolugdo natural

e melhorar as conseqiiéncias do evento.

Uma das primeiras varidveis estudadas foi o peso dos animais. Em estudos
experimentais, o peso constitui uma varidvel que pode influenciar o resultado das
pesquisas. Tal variavel pode, por outro lado, sofrer a influéncia de situagdes, como: dieta,
infecgbGes, outros estados morbidos, stress, estados edematosos, variagbes de apetite,
medicamentos etc. Em conseqiiéncia disso ¢ um bom pardmetro para controle do estado
saudavel dos animais. No presente estudo, o peso foi valorizado, uma vez que o infarto
realizado pode cursar com disfun¢fio ventricular € aumentar o peso dos animais, em
conseqii€ncia da retengdo de liquido. Por outro lado, a administragdo de medicamentos tem
por base o quilograma e obriga-se a valorizagdo desse item, assim como a importincia que

tais medicamentos poderiam ter no estado nutricional dos animais.

Observa-se pelos resultados, que o grupo de animais com infarto do tamanho
médio e tratado com lisinopril IECAM) apresentou peso maior que os animais dos demais
grupos, com diferenga estatisticamente significante. A primeira pergunta a ser formulada
seria se 0 medicamento poderia ser o responsavel pela diferenga de peso entre os animais
dos diferentes grupos. Em trabalhos experimentais (MULDER et al.;1996; CAMPBELL
et al; 1995 and HU et al.; 1998) utilizando inibidores da enzima conversora de
angiotensina, assim como aqueles clinicos (LATINI ef al.; 1995; KUGA et al.; 1997 and
DICKSTEIN et al.; 1999) ndo se encontra referéncia a4 agdo que o grupo de drogas teria
sobre modificagbes do peso corporal. Por outro lado, o efeito adverso relatado na
farmacologia desse grupo de drogas se diz respeito a disgeusia, isto €, alteragdes nas papilas
gustativas. Também o fato de o grupo com infarto grande e tratado com lisinopril (IECAG)
ndo ter apresentado diferenca significante com os demais grupos, praticamente isenta o

medicamento da infliiéncia sobre esse dado.

Discussdo

74



Reavaliando o peso dos animais antes do inicio do trabalho, observou-se que o
grupo IECAM j4 apresentava peso maior que os demais. Apesar de todo o cuidado de
selecionar os animais com as mesmas condicdes de idade, sexo e peso, ndo conseguiu-se
fazer completamente, sendo plausivel, que isto possa explicar o resultado encontrado neste
sentido.

Em relagio a mortalidade, nio encontrou-se na literatura, estudos
correlacionando somente o peso do animal em relagdo a esse item e o infarto do miocardio.
Todavia, quando a perda de peso reflete evidéncia de outras condigdes de mé saude,

acredita-se que possa traduzir em maior mortalidade.

No presente trabalho nZo houve diferenca estatisticamente significante em
relagio 4 mortalidade no grupo com peso maior comparado aos demais e, portanto,

verificou-se que este fator ndo influenciou este item analisado.

Outra pergunta a ser formulada em seguida seria que influéncia esta variag@o de
peso poderia ter nos demais resultados, principalmente na fun¢do endotelial, um dos
objetivos especificos do estudo.

Em ratos, o peso corporal e a idade estdo correlacionados, sendo que, quanto
mais idosos, mais obesos se tornam os animais. Neste caso ocorre disfungdo endotelial,
uma vez que a idade avancada por si altera o relaxamento dependente do endotélio,
diminuindo-0.VANHOUTTE et al, 1995, em uma revisdo, demonstrou esse fato,
observando que, embora o metabolismo das células endoteliais seja mais ativo, sua funcgo
esta reduzida a partir dos 30 anos, baseado em trabalhos feitos com coronaria de porco.
Retirando-se o endotélio através de injiria com baldo (SHIMOKAWA et al.; 1989 e 1991)
os autores verificaram que o crescimento das células endoteliais foi dobrado porém, o
endotélio regenerado ndo era capaz de inibir a agregagéo plaquetdria e trombina, induzindo
a contragao.

Observando-se os graficos 3 e 4, verifica-se que o efeito peso ndo teve
influéncia na disfun¢io endotelial, uma vez que ndo se observou significancia estatistica na

comparagéo dos dados.
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O rato como modelo experimental para o estudo do infarto do miocérdio e suas
conseqiiéncias, tem sido muito utilizado, desde a padronizagdo da técnica por JOHNS, em
1954. Revendo a mortalidade em varios trabalhos, inclusive o de JOHNS; MULDER
et al.; 1996; BRADES et al.; 1998, observou-se que era alta a mortalidade. O nivel médio
da mortalidade fica em torno dos 40% nos animais, patamar semelhante a mortalidade
encontrada em humanos acometidos por infarto do miocardio (UNDERWOOD et al.;
1997). Como no homem, observou-se que a mortalidade alta aparece na fase mais recente
do evento, isto é, nas primeiras vinte e quatro horas. Confirmou-se esses fatos no
Laboratério de Endotélio, Lipides e Aterosclerose, quando monitorou-se, com
eletrocardiograma, um grupo de ratos infartados. Constatou-se que o grupo com maior
nimero de Obitos apresentava uma freqiiéncia maior de arritmia cardiaca, principalmente
taquicardia ventricular (dados ndo publicados), o que justifica a alta mortalidade.

Os resultados dos grifico 5 e 6 expressam as mortalidades encontradas nos
grupos de animais infartados sem tratamento € nos grupos que receberam IECA e ATI.
Surpreende a mortalidade no grupo infartado sem tratamento, 17%, bem menor que aquela
relatada na maioria dos estudos vistos na literatura (JOHNS & OLSON, 1954 ; MULDER
et al.; 1996; BRADES, er al.; 1998). Acredita-se que isso tenha ocorrido em vista dos
cuidados tomados na observagdo dos animais, apds a ligadura da corondria. Suporte de
oxigenagdo, assim como de reanimagfo cardiaca, mantidos nas primeiras horas, nos quais
os animais permaneciam sobre cuidados e observados no interior do laboratério, foram os
responsaveis por essa redugdo de mortalidade. Esta conduta tem sido tomada porque nas
fases iniciais desta linha de pesquisa a mortalidade dos animais era muito alta. Seguindo as
condutas que reduziram a mortalidade em humanos, vitimas de infarto do miocérdio, as
custas de criagdo das unidades coronarianas, também conseguiu-se trazer a mortalidade nos
ratos para os niveis encontrados neste estudo. NASA et al.; 1996, também apresentam
mortalidade semelhante 4 encontrada no presente estudo. Estes autores produziram infarto
do miocérdio em ratos wistar pesando entre 200-220g e verificaram que a mortalidade nas

primeiras 24 horas foi de 14% e ao final de 12 semanas em torno de 43%.
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A mortalidade observada nos animais do grupo que recebeu IECA, 23,64%, foi
> nos grupos ndo tratados e tratados ¢/ inibidores especificos dos receptores ATI1, embora
os mesmos cuidados tenham sido tomados; porém, nfo houve significancia estatistica.

A infliiéncia que os inibidores da ECA tem na evoluggo do infarto do miocardio
j4 se encontra bem estabelecido em estudos de grande nimero de pacientes (SOLVED,
SAVE, AIRE). Na fase de cicatrizagdo, tais medicamentos reduzem a mortalidade por
eventos cardiovasculares, assim como a reincidéncia do infarto do miocérdio, além de
diminuir a freqiiéncia de insuficiéncia cardiaca. Em relagdo a fase recente do infarto,
principalmente nas primeiras 24hs, todavia, ainda se discute o beneficio deste grupo de
drogas.

Os 3 estudos de grande porte (CONSENSUS, GISSI IV, ISIS III) enfocando
este item em humanos, apresentam conclusdes divergentes. Embora favoregam o uso dos

IECA no periodo de 0 a 24 hs ap6s o infarto, o fazem com restrigdes.

No estudo CONSENSUS, o enalapril falhou em reduzir a mortalidade. Ja nos
estudos GISSI IV e ISIS III, utilizando lisinopril e captopril, encontrou-se redugéo da
mortalidade nos grupos tratados em relagdo ao placebo. Tal diferenca foi pequena, mas
estatisticamente significante, 0 que permitiu algumas conclusdes favoréveis ao uso destes
medicamentos em determinadas situagdes, como: insuficiéncia cardiaca, pacientes

hemodinamicamente estdveis e com infarto anterior.

BERTRAN PITT (1994), em revisdo pormenorizada destes trabalhos,
encontrou diferencas metodolégicas entre o estudo CONSENSUS e os demais, que
justificaram a controvérsia estabelecida. A principal controvérsia consistia na via de
administragio do IECA, que no CONSENSUS era endovenosa, ao contrario dos demais
que era oral e portanto, plenamente compativel ¢/ o resultado desfavordvel encontrado no
1° estudo.

Aparentemente, o assunto IECA/mortalidade no infarto do miocardio encontra-
se esclarecido com pontos favoraveis ao seu uso na fase do infarto j cicatrizado e na fase
de convalescencga isto é, apés as 24hs. Todavia, no periodo mais recente (0-24h) este
assunto apresenta restrices e devido a isto, uma outra situagdo motivou a colocar a
mortalidade como um dos objetivos deste estudo. Achamos que um grupo de pacientes, ja

em uso de um IECA que viriam a apresentar infarto do miocardio, deveria ser analisado.
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Relembrando, brevemente, as agdes do sistema renina-angiotensina, observou-
se que as mais conhecidas se referem a capacidade da angiotensina II em determinar
vasoconstri¢io periférica e determinar a reabsor¢do de sodio e agua, estd ultima via
estimulacdo da secrecdo de aldosterona. Tais agbes ocorrem a curto prazo ¢ t€m a fungédo de
manutengdo de fluxo sangiiineo e, portanto, regulando a pressdo arterial. Tais situagdes sdo
de extrema importdncia na vigéncia do infarto do miocardio, principalmente de grande
extensdo, uma vez que o outro mecanismo de manutencdo de fluxo sangiiineo, representado
pelo efeito de bomba do coragdo, encontrar-se prejudicado. E 6bvio que a anilise deste
grupo de pacientes s6 poderia ser efetuado retrospectivamente, uma vez que os individuos
apresentassem infarto do miocdrdio. Entretanto, experimentalmente em animais, pode-se
mimetizar esta situacdo. O presente estudo muito bem demonstrou que os animais, na
vigéncia do evento isquémico encontram-se hipotensos (graficos 1 e 2). Isso indica que
perderam um dos mecanismos de adaptagdo a condi¢do adversa, talvez o mais importante
para a manutengdo do fluxo sangiiineo, representado pelo efeito de bomba do coragéo,

encontrar-se prejudicado.

Embora nio se possa inferir que o mesmo acontega, exatamente igual, nos
pacientes em uso destes medicamentos e que venha a ter um infarto do miocardio, notou-se
evidéncias experimentais que podem justificar alguns resultados diferentes encontrados em

estudos em humanos.

Em trabalho anterior ALMEIDA er al.; 1994, abordaram este assunto,
utilizando captopril e cilazapril em ratos, previamente ao infarto e observando que, quando
as doses administradas eram altas, ocorria uma maior mortalidade em relagido ao placebo.
Em doses menores, esta diferenca era insignificante e, portanto, uma preocupagdo seria
com os pacientes em uso de altas doses dos IECAS e AT1, pacientes ja em estados outros
desfavoraveis, completando os cuidados a serem tomados na indicagdo destes

medicamentos na fase mais precoce do infarto do miocardio.

Os dados apresentados nos graficos 1 e 2 submetidos a tratamento estatistico
ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos que receberam IECA e AT1 e o
grupo infartado sem tratamento em relagdo a mortalidade. Isso tranquiliza quanto ao uso
destas drogas nas situagdes em questdo. Todavia, resta lembrar que, por se tratar de
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situagbes biologicas, a estatistica deve ser encarada com ressalvas e, sendo assim, seria
plausivel na pratica clinica ter em mente as possibilidades e, avaliar individualmente caso a

caso, em vez de, simplesmente, seguir protocolos.

Os animais do grupo AT1, cuja mortalidade foi de 12% menor em relagéo aos
grupos [ECA e infartados, porém ,sem significancia estatistica, sdo coerentes com os dados
de Pitt ef al.; 1997; que demonstraram que, em pacientes idosos, os AT1 diminuem a
freqiiéncia de taquicardia, por atuarem mais eficientemente a nivel das catecolaminas em
relagio aos IECA. Tratar os animais 48 horas antes do infarto ndo influenciou a

mortalidade dos diferentes grupos.

O endotélio vascular deixou de ser considerado apenas uma barreira entre o
sangue e a parede arterial a partir dos trabalhos de Furchgott, em 1980, quando este
demonstrou que a acetilcolina podia vasodilatar a artéria, apenas quando o endotélio
encontrava-se integro. Com esta descoberta, muitos outros trabalhos passaram a relacionar
o endotélio lesado com doengas cardiovasculares e, sabe-se hoje que este ¢ prejudicado por
uma série de fatores, tais como: fumo, diabetes mellitus, hipertensdo arterial, dislipidemias,
insuficiéncia cardiaca.

A maioria destes fatores sfo também fatores de risco para a aterosclerose
coronariana e, conseqiientemente para o infarto do miocérdio. Estabelece-se, portanto, um
elo de ligagdo entre a disfungéio endotelial e o infarto do miocardio, através de fatores de
risco comuns a ambas as situagdes. Em modelos animais de infarto do miocardio, tem-se
estudado essa relagdo e observado que a disfuncdo endotelial acompanha a nstalagéo da
insuficiéncia cardiaca, muito bem estudado por ONTKEAN er al.; 1991. Também este fato
tem sido estudado em pacientes com insuficiéncia cardiaca. (TREASURE er al, 1990.;
KUBO ef al, 1991.; KATZ et al.; 1992; ANGUS et al.; 1993; INOUE et al, 1994.; CHING-
DUSTING et al.; 1996) demonstrando ocorrer a disfuncdo endotelial em corondrias de

mdividuos com infarto.
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No entanto, a definicdo exata se ocorre disfungdo endotelial dependente
exclusivamente do infarto do miocardio ou vice-versa ainda ndo estd clara na literatura
médica, uma vez que os pacientes sempre apresentam elementos capazes de gerar uma ou

outra situacdo independentemente delas proprias, como referido em paragrafos anteriores.

O presente estudo demonstrou claramente que, no infarto do miocérdio ocorre
disfungdo endotelial, como pode ser observado nos gréficos 8 € 9 onde relaxamento arterial
dependente do endotélio foi nitidamente prejudicado, sendo de 29,29% e 14,04%,
respectivamente no infarto médio e de grande extensfio. Tais animais eram saudaveis, sendo
descartados, portanto, os fatores de risco habitualmente encontrados naqueles individuos
que sofrem infarto do miocardio e que por si s6 afetam negativamente a fun¢do endotelial.

Os resultados obtidos foram coerentes com a premissa inicial que levou a
elaborar o presente estudo, conhecendo-se os mecanismos fisiopatologicos deflagrados pelo
infarto do miocéardio. Reveremos em poucas pardgrafos, tais mecanismos relatados por
BRUNWALD, 1996.

Observa-se que o infarto do miocardio de grande extensdo, embora focal no
miocédrdio, transcende este fato, tornando-se cosmopolita ¢ mobilizando uma resposta
global do organismo. Dentre estas reagdes que refletem o stress do aparelho cardiovascular
salienta-se a resposta neuro-humoral traduzida pelas catecolaminas provenientes do sistema
simpatico; a angiotensina II e a aldosterona dependentes do sistema renina-angiotensina:
sistémico e tecidual (DZAU et al.; 1993) e as endotelinas (CHAN et al.; 1991). Percebe-se
que toda esta resposta vasoconstritora se faz necessaria para compensar a hemodindmica
comprometida em decorréncia da insuficiéncia aguda da fun¢do da bomba do ventriculo

acometido pelo infarto e manter o fluxo periférico a todo o organismo.

E conhecido que, tanto as catecolaminas, angiotensina II e endotelinas, sdo
substancias capazes de atuar no endotélio prejudicando a fungio vasodilatadora dependente
deste, em situag¢des de hiperativacio.

UREN et al.; 1994, observaram que coronarias normais, ndo relacionadas a area
do infarto do miocérdio, apresentavam disfun¢do endotelial quando ndo respondiam a
acetilcolina, e atribuiram a estes mecanismos de hiperativagio neuro-hormonal esta

situacdo.
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Outro evento presente no infarto do miocardio e, passivel de gerar disfungéo
endotelial, se relaciona ao processo inflamatério desencadeado desde as primeiras horas da
ocorréncia deste. Esta inflamaciio envolve reagdo aguda representada por células
polimorfonucleares, neutrofilos seguidos por linfocitos, plasmécitos e macréfagos
(ROBBINS, 1998). Tal reagdo inflamatoria tem fungdo reparadora, com a reabsorgdo de
células necréticas e estimuladora de cicatrizagdo fibrosa dependente do tecido conjuntivo
produzido por células fibroblasticas. Nao se discute atualmente que estas células
inflamatérias produzem citocinas (IL-6 e IL-8) as quais podem atuar nas células endoteliais
determinando sua disfungfio. Assim, como resposta de oxidases semelhantes a NAD e
NADH2 das superficies da célula endotelial.

Estudos relacionando a disfun¢io endotelial com possibilidades de ruptura de
placas ateroscleréticas nas sindromes isquémicas agudas demonstram que macrofagos sdo
produtores primérios do potente vasoconstritor endotelina 1, sendo estd substancia capaz
de, uma vez na circulagdo, prejudicar a fungdo endotelial. Além do mais, a endotelina €
capaz de estimular a produgdo tecidual de angiotensina II (KAWAGUCHI ez al, 1990)
também indutora de disfungfio endotelial. A angiotensina II, por sua vez, também, € capaz
de estimular a produgéio de endotelina na parede arterial, havendo, assim a formagéo de um

ciclo vicioso de formag3o de substéncias com capacidade de originar disfun¢do endotelial.

Trabalhos experimentais analisando a fungfo endotelial especificamente na fase
aguda do infarto do miocérdio, antes do desencadeamento de insuficiéncia cardiaca, ndo
si0 muitos. O de TEERLINK ef al.; 1993, visou mapear 0 momento em que OCOITeria a
disfungdo em ratos infartados. Os resultados diferiram em parte deste trabalho uma vez que
a disfung@io foi detectada a partir de oito semanas apés o infarto, apenas na vigéncia de
insuficiéncia cardiaca e a esta foi atribuido os mecanismos determinantes da disfuncéo
endotelial. Diferencas metodolégicas ocorridas entre o estudo de TEERLINK et al.; 1993 e
o presente trabalho, tais como a tensio inicial a que se submete-se 0 fragmento adrtico
estudado, a idade dos animais, hipotensio do infarto, podem talvez justificar resultados
discrepantes.
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Embora ndo tenha sido efetuado avaliagio da hemodinidmica nos animais, com
finalidade de se comprovar a presenga de insuficiéncia cardiaca, ndo tem-se duividas que,
nos infartos grandes, esta ocorre agudamente. Nos animais que morrem nas primeiras
horas, nio raramente, esta ocorre na vigéncia de edema agudo de pulmdes, traduzido por
secrecdo rosea nasal. Em sendo assim, considerou-se uma semana como tempo suficiente
para hiperativagio dos mecanismos mantenedores da pressdo arterial. Por outro lado, o
exame histopatologico demonstra que ja existe amplo infiltrado inflamatério, como visto
nas figura(10A) e, portanto, ha possibilidade de citocinas circulantes atuarem, como ja foi
discutido em paragrafos anteriores.

No trabalho de MANHUKINA et al.; 1996, os resultados séo semelhantes ao
presente trabalho, ou seja, os autores demonstraram que em ratos infartados ap6s 3 horas do
infarto ocorre hiperativagio do endotélio e que retorna a normalidade apés 24 horas. Apds
esse periodo, o relaxamento dependente do endotélio tende a diminuir.

No grafico 7, observa-se que os animais sham apresentam uma dilatagéo arterial
dependente do endotélio menor que aqueles nos quais ndo se fez nenhum procedimento,
estando este relaxamento em 40,04%, ocorrendo significincia estatistica entre os dois
grupos. Todavia, observou-se que estes relaxamentos ocorridos nos animais sham (40,04%)
foi maior em relagio aos com infarto médio e grande (grupos RIM e RIG),
respectivamente, 29,29% e 14%, diferengas estas estatisticamente significantes.

Acreditamos que o trauma & parede toracica e ao miocardio, ao se transpassar a
agulha e o fio, foram capazes de gerar processo inflamatério reparador cicatricial suficiente
para determinar a disfun¢do endotelial, como visto em outras situagdes inflamatérias
(TSUJIKAWA et al.; 2000; VOLK et al.; 2000), Tal disfungdo endotelial nos animais sham
ocorreu em percentagem menor aquelas observadas no infarto experimental do miocardio
de média e grande extensdo, caracterizando o grupo sham como adequado para controle

destas situagdes.

Em relagio aos resultados dos animais infartados e tratados com IECA e ATI1,

apresentados nos graficos de 11 a 14, as seguintes consideragdes devem ser feitas.
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Nos graficos 11 e 12, observa-se que os grupos com infarto médio e com IECA,
controles normais e sham, demonstraram ndo ter ocorrido grande beneficio na disfungdo
endotelial em conseqiiéncia do tratamento. No entanto, analisando as curvas de
relaxamento dos animais tratados com IECA e aqueles com infartos sem tratamento
observa-se resultados promissores, que merecem discussdo. No grafico 12, que representa o
grupo de animais com infarto de grande extensdo ocorreu relaxamento maior no grupo que
recebeu tratamento com lisinopril em relagio a aquele sem tratamento e, também, ao grupo
sham, ocorrendo significincia estatistica. Isso demonstra que o tratamento, nesta fase do

infarto, trouxe benéficio aos animais, uma vez que reduziu a disfungéo endotelial.

Em parégrafos anteriores, apresentou-se justificativas para a ocorréncia de
disfungio endotelial no infarto do miocardio, tributando-se, em parte, esta disfun¢o a uma
hiperativagdo neuro-hormonal ocorrida no infarto agudo do miocardio. A verificagdo
experimental da melhora da disfun¢io endotelial dependente do bloqueio da enzima de
conversio de angiotensina contribui com esta impressdo. Uma vez bloqueado o mecanismo
principal de formagdo de angiotensina II, traduzido pela enzima de conversdo, os efeitos
deletérios deste hormdnio deixam de ocorrer sobre o endotélio, revertendo a disfuncédo
endotelial. Estes efeitos danosos ocorreriam, por um lado, através da prépria agdo direta da
angiotensina na célula endotelial, por estimulo para a formagdo de endotelinas gerado pela
angiotensina II, assim como pela da inibigdo de geragdo de anions superoxidos através da
estimulacdo de NAD/NADPH oxidases.

Por outro lado, a inibigio da enzima de conversio de angiotensina pelo
bloqueador, impede a degradagdo de bradicinina. Esta cinina, em maior quantidade,
contribuiria para reverter a disfungdo endotelial, uma vez que ¢ um potente estimulador de
produgdo do 6xido nitrico (HU ef al.; 1998).

TCHOPE et al.; 2000, contribuiram para o entendimento do papel da
bradicinina em estudo experimental de infarto do miocirdio em ratos, em modelo
semelhante ao utilizado no presente estudo. Observaram que os receptores Bl da
bradicinina apresentaram-se com maior expressdo na vigéncia do infarto. Em condigdes
normais, tais receptores sdo indetectdveis. Tais fatos demonstram que a bradicinina

representa um mecanismo adaptativo importante utilizado pelo organismo, na manutengéo
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do equilibrio do sistema cardiovascular, provavelmente, em decorréncia de melhora da
disfungdo endotelial. Os IECA, determinando redugdo na degradagdo de bradicinina
atuariam, permitindo maior quantidade desta ser captada pelos receptores expressos em

maior concentragao.

No gréfico 11, na comparago com os resultados do tratamento com lisinopril
em infartos de média extensdo, em relagio ao relaxamento ocorrido nos animais com
infarto médio ndo tratados, ndo houve diferenca significativa, demonstrando ndo ter havido
mudanga na disfungfio endotelial. A extensdo do infarto deve ser o fator preponderante para
permitir a interpretagdo deste resultado. Em trabalhos clinicos e experimentais (SAVE,
AIRE, SOLVD, ALMEIDA et al.; 1993, HU er al., 1998) se salientou que a
morbi-mortalidade encontrada no infarto do miocardio esta relacionada, principalmente a
sua extensdo. Em experiéncia propria do laboratorio onde foi realizado este estudo,
observou-se que todas as complicagdes do infarto experimental em ratos, tais como
mortalidade e remodelagdo, ocorreram nos infartos de grande extensdo. Portanto, os
resultados obtidos sdo compativeis com uma menor ativagdo neuro-hormonal nos infartos
de menor extensdo. Existe assim, uma menor participagdo do sistema renina angiotensina
na disfungfio endotelial consequente, ocorrida nestes casos. Por isso, uma agdo nio
significante do uso de inibidor da enzima de conversdo de angiotensina, em tais situagdes,

pode ser aceitavel.

HU ef al.; 1998, abordaram a importancia da extenso do infarto do miocérdio
em relagdo aos efeitos do tratamento com IECA e inibidores especifico dos receptores AT1.
Os autores questionaram o motivo pelo qual os IECA apresentaram agdo em melhorar a
hemodindmica apenas nos grandes infartos. Com metodologia adequada, confirmam este
fato ja conhecidos desde os trabalhos iniciais de Pfeffer, et al.; 1995, 1988; porém, nao
propdem explicagdes para o fato. Deste modo, a interpretagdo de que maiores infartos
requerem maiores respostas adaptativas do aparelho cardiovascular podem justificar os

achados.

Em relagdo aos grupos ATIM e AT1G, cujos animais apresentaram infarto do
miocardio de média e grande extensdo e foram tratados com losartan, os resultados

apresentados nos graficos 13 e 14, demonstraram ndo ter ocorrrido diferenca significante
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em relacdo ao infarto de média extensdo. J4 para o grupo com infarto grande houve

significancia estatistica, assim como ocorreu nos animais tratados com lisinopril.

Deste modo, interpreta-se o fato como um beneficio deste grupo de drogas, na
reducdo da disfungdo endotelial ocorrida nos animais com infarto do miocardio em sua fase
recente. Embora tenha havido significincia estatistica, os inibidores dos receptores AT1
elevou o relaxamento arterial de 14,14% no grupo ndo tratado para 26,98% no grupo
tratado (grafico 14). Essa elevagdo foi maior naqueles em que se fez uso de inibidores da
enzima conversora de angiotensina a qual elevou de 14,14% para 48,9%. Verificou-se que
os IECA foram superiores em reverter a disfungio endotelial em conseqiiéncia do infarto
do miocardio em relagdo aos inibidores dos receptores AT1, neste periodo de tratamento,
embora tenha havido significancia estatistica para ambos, em relagdo ao controle, como
pode ser visto no gréfico 16. Os resultados obtidos podem ser justificados, enfocando-se
algumas diferengas entre os 2 grupos de drogas IECA e inibidores dos receptores AT1,
assim como peculiaridades envolvendo especificamente aquelas drogas utilizadas: lisinopril
e losartan.

Os inibidores da enzima de conversdo da angiotensina exercem seu efeito sobre
o sistema renina-angiotensina, atuando em um setor da cadeia de reagdes bioquimicas onde
ocorre interrelagdes de eventos. Isto determina o bloqueio na transformagéo de angiotensina
I em seu elemento ativo: angiotensina II, cumprindo os principais objetivos dos IECAS e,
determinando a interrupgio dos efeitos indesejaveis da angiotensina II, quando em
situagdes de hiperativacdo do sistema. No entanto, os IECAs, determinam também
mudancas nos outros setores dependentes da enzima de conversdo. A principal e mais
conhecida destas a¢des € a degradag@o de bradicinina determinada pela cininase II: a
enzima de converso de angiotensina. A bradicinina ndo inativada tem sido
responsabilizada como adjuvante nos efeitos observados no aparelho cardiovascular

determinado pelos inibidores da enzima de conversdo da angiotensina.

Quando se bloqueia especificamente o receptor da angiotensina, os beneficios
sobre o aparelho cardiovascular se limitam aqueles determinados por este tinico evento, ndo
devendo assim, equiparar-se aos mecanismos mais amplos de agdes dos IECAs. Desse

modo, indicagdes diferentes tem norteado o uso de ambas as drogas.
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Analisando os medicamentos representantes dos grupos e usados neste estudo,
notou-se diferengas farmacolégicas que, talvez auxiliem na interpretagdo dos resultados.
Ambos os medicamentos sdo utilizados em dose unica diaria, por apresentarem
mecanismos de liberacdo lenta e permitir niveis terapéuticos regulares por até 24 horas. No
entanto, BAUER et al.; 1995 salientam que o losartan apresenta agdo efetiva total em
tempo mais prolongado de uso do que aquele usado no presente estudo, embora nos
primeiros dias do tratamento ja se observa alguma ag&o. Este tempo esta estipulado em 4 a
6 semanas, sendo que administramos o medicamento por apenas uma Semana. A melhora
que o losartan determinou na disfungfo endotelial em grau menor que aquela vista nos
animais tratados com IECA pode ser a evidéncia a favor deste fato. Em sendo assim, um
grupo de animais tratados por um tempo maior e avaliados quando a droga alcangar seu
plateau de agdo poderia confirmar esta interpretagdo. Maior aten¢do deveria ser dada a estas
peculiaridades das drogas no inicio do trabalho, pois tornam-se dificeis as comparagdes
entre efeitos de drogas com diferencas farmacocinéticas. Atentou-se mais ao efeito final
destes medicamentos em relagio ao bloqueio da agfo da angiotensina II e, neste sentido,
resultados positivos foram alcangados. Ndo considera-se portanto, que 0 fato possivel de,
realmente, haver tal diferenga farmacocinética, invalide o presente trabalho.

Em decorréncia da agdo dos IECA em melhorar rapidamente a disfungdo
endotelial em ratos, na fase recente do infarto do miocérdio, determina que essas drogas
devem ser preferidas em relagdo aos inibidores dos receptores AT1 em tal situagdo. A
melhora da disfuncio endotelial determinada por esses medicamentos pode contribuir para
justificar os efeitos benéficos deste grupo de drogas, observados em ensaios clinicos de
longa duragio como SAVE e SOLVD. A rapidez com que eles atuam na disfuncédo
endotelial justifica esses resultados promissores também na fase recente do infarto do

miocardio.
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5. CONCLUSOES
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Dos resultados apresentados, obteve-se as seguintes conclusdes:

1. Ocorre disfungdo endotelial na fase recente do infarto experimental do

miocardio de média e grande extensdo em ratos;

2. o inibidor da enzima de conversdo da angiotensina, lisinopril, reverte a
disfun¢do endotelial ocorrida na fase recente do infarto experimental do

miocadio de grande extens@o, em ratos;

3. o inibidor especifico dos receptores ATI, losartan, reverte a disfungao
endotelial ocorrida na fase recente do infarto experimental do miocardio de

grande extensdo, em ratos;

4. O uso dos IECA e bloqueadores de AT1, ndo modifica a mortalidade

ocorrida no infarto experimental em sua fase recente, em ratos.
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6. SUMMARY






The myocardial infarction is a consequence of serious ischemia of the heart. It
is usually caused by atherosclerotic plaques which are deposited in the coronaries and
generate a thrombus. Although at clinics and therapy we frequently know what occurred
during the natural evolution, what happens in the vascular endothelium in acute myocardial
infarction remains obscure. The endothelial dysfunction occurs in atherosclerosis,
hypertension, diabetes, hypercholesterolemia and cardiac failure, but there is controversy
whether an infarct occurs over activation of the endothelium or a decrease in endothelium

response.

The experiment was carried out as a contribution to more precise

comprehension.
OBJECTIVES:

1) To study the endothelial function in acute myocardial infarction in

experimental infarct in rats;

2) verification of effects produced by angiotensin-converting enzyme inhibitors
(IECA) and by blocking the angiotensin II type 1 receptor ;

3) observe the influence of IECA and the angiotensin type 1 receptor in the
mortality rate of animals.

Eighty Wistar rats weighing 350-400g were randomized in 8 groups: (RCC)
control, (RSS) sham, (RIM) medium infarct, (RIG) extensive infarct, (IECAM) medium
infarct treated with angiotensin-converting enzyme inhibitors, (IECAG) extensive infarct
treated with angiotensin-converting enzyme inhibitors, (IATIM) medium infarct treated
with angiotensin II type I receptor and (IAT1G) great infarct treated with angiotensin II
type I receptor. The drugs utilized were angiotensin-converting enzyme inhibitors lisinopril
(20mg/k/day) and angiotensin II type 1 receptor losartan (30mg/k/day). The dosage was
responsible for decreasing the arterial pressure 25%, confirmed by pressure on the tail. The
drugs were administered through gavage two days before the experiment and continued for
7 days after myocardial infarction induced by coronary artery ligation. The rats were

housed in clear plastic cages with access to normal rat chow and water. After 7 days the rats
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were anesthetized with ether. The verification of myocardial infarction was made with TTC
at 1%. The histopathologic study was done with an hematoxylin-eosin stain. The infarct
was classified as medium when involving 20% to 40% of the left ventricle area and great
when exceeding 40% of the LV, calculated by macroscopic verification and by application
of a mathematical formula to calculate the semi-circular area. The endothelial function was
studied in rings of the thoracic aorta formed by acetylcholine release. Concentration
response curves were then generated by adding cumulative doses of acetylcholine (10%° a

10”° mol/liter) Mortality rates in the groups were verified with correlation of infarct size
and action of the drugs on the endothelial function.

The animals were observed every day and information on the group and on
animals that died because of the infarct was recorded.

The results indicate that there is not a significant difference in infarction treated

with angiotensin-converting enzyme inhibitors and angiotensin II receptor AT1.

Mortality rates after 24 hours were 7.59%, 9.52% and 10.94%, respectively.
There is correlation between the infarct size and endothelium dependent relaxation. The

endothelium relaxation was expressed in % of relaxation, with the following results:

Rats % Relaxation

RNN 78,24% = 3,57
RSS 40,40% + 4,33
RIM 29,29% + 6,33
RIG 14,04% + 5,20
[ECAM 32,69% = 4,73
IECAG 48,94% = 9,29
ATIM 30,59% + 4,65
ATIG 26,98% = 7,80
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Improvement of the endothelial dysfunction occurs only in the great infarct
treated with enzyme conversion angiotensin inhibitors. The cumulative curve made with

nitroprusside the results were similar, around 100% of smooth muscle.
CONCLUSIONS

1) ACE inhibitors and ATl blocker don’t modified mortality in the

experimental of acute myocardial infarction in rats;
2) endothelial dysfunction occurs in acute myocardial infarction in rats;

3) ACE inhibitors improve endothelial dysfunction determined by acute

myocardial infarction in rats;

4) blocking the angiotensin IT type 1 receptor improve endothelial dysfunction

with occurs in experimental acute myocardial infarction in rats.

Summary
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