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RESUMO

A inflamagdo cardiaca tem sido considerada um importante mecanismo envolvido na
insuficiéncia cardiaca (IC). Anti-inflamatérios, como a dexametasona (DEX), podem ser
usados para controlar a inflamacao cardiaca, enquanto que os inibidores da enzima conversora
de angiotensina demonstraram melhorar a sobrevida por regredir a remodelacdo cardiaca na IC.
Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do tratamento com dexametasona
(DEX) ou ramipril na inflamacéo e remodelacéo cardiaca. Ratos Wistar foram submetidos a um
protocolo de estenose aortica (EA). Apds 21 semanas foi realizado um ecocardiograma e ap0s
24 semanas de cirurgia os animais foram tratados com DEX (50ug/kg, s.c.), ramipril (10mg/kg,
via gavagem) ou salina. Apds o tratamento, todos os ratos foram submetidos a um
ecocardiograma e, ao final do protocolo experimental, os grupos foram eutanasiados e 0
ventriculo esquerdo foi removido para andlise de citocinas e marcadores inflamatérios, bem
como analises histoldgicas. Os resultados mostram que os animais com EA apresentaram
aumento da espessura relativa do ventriculo esquerdo (+63%), enquanto que o tratamento com
DEX atenuou esse aumento (-17%) e o tratamento com ramipril ndo promoveu nenhuma
alteracdo. Embora a cirurgia de EA tenha promovido aumento da fibrose no coracdo (+70%),
apenas o tratamento com DEX atenuou significativamente esse aumento (-23%). O
remodelamento cardiaco promoveu piora da fungdo cardiaca nos animais, a qual ndo foi
reajustada em ambos os tratamentos. A melhora do remodelamento cardiaco no tratamento com
DEX pode estar relacionada a melhora do perfil inflamatdrio cardiaco, pois houve reducéo das
citocinas e marcadores inflamatorios que estavam aumentados com a EA. Embora o tratamento
com ramipril ndo tenha promovido alteragdes significativas no remodelamento cardiaco, ja foi
possivel observar uma atenuacdo do perfil inflamatério cardiaco nesses animais. Em concluséo,
0 presente estudo sugere que a DEX pode ser benéfica em mitigar a progressao da doenca
cardiaca devido a uma atenuacdo da remodelacdo cardiaca induzida por menor inflamacéo
cardiaca. Além disso, embora o tratamento com ramipril tenha atenuado a inflamacéo cardiaca,
ndo melhorou significativamente a remodelagdo ou a funcédo cardiaca, sugerindo que periodos
mais longos de tratamento com ramipril poderiam ser usados.

Palavras-chave: Estenose aortica, ecocardiograma, dexametasona, ramipril, citocinas
inflamatorias.



ABSTRACT

Cardiac inflammation has been considered an important mechanism involved in heart failure
(HF). Anti-inflammatories, such as dexamethasone (DEX), could be used to control cardiac
inflammation, while that angiotensin-converting enzyme inhibitors have been shown to
improve survival for regressing cardiac remodeling in HF. Thus, this work aimed to evaluate
the effects of DEX treatment or ramipril treatment on inflammation and cardiac remodeling.
Wistar rats were submitted to an aortic stenosis (AS) protocol. After 21 weeks, an
echocardiogram was performed and, after 24 weeks of surgery, animals were treated with DEX
(50ug/kg, s.c.), ramipril (10mg/kg, via gavage) or saline. After treatment, all rats were
submitted to an echocardiogram and, at the end of experimental protocol, the groups were
euthanized, and left ventricle was removed for analysis of cytokines and inflammatory markers,
as well as histological analyzes. The results showed that the animals with AS had an increase
in the relative thickness of the left ventricle (+63%), while the treatment with DEX attenuated
this increase (-17%) and treatment with ramipril did not promote any change. Although the AS
surgery promoted an increase in fibrosis in the heart (+70%), only the DEX treatment attenuated
this increase significantly (-23%). This cardiac remodeling promoted worsening of cardiac
function that was not readjusted with the improvement of cardiac remodeling with both
treatments. The improvement in cardiac remodeling in the treatment with DEX may be related
to the improvement in the inflammatory profile in the treatment, as there was a reduction in the
cytokines and inflammatory markers that were increased with AS. Although treatment with
ramipril did not promote any significant changes in cardiac remodeling, it is already possible
to observe an attenuation of the cardiac inflammatory profile in these animals. In conclusion,
the present study suggests that DEX may be beneficial in mitigating the progression of heart
disease due to an attenuation of cardiac remodeling induced by lower cardiac inflammation. In
addition, although treatment with ramipril attenuated cardiac inflammation, it did not
significantly improve cardiac remodeling or function, suggesting that longer periods of ramipril
treatment could be used.

Key words: Aortic stenosis, echocardiogram, dexamethasone, ramipril, inflammatory
cytokines.
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1.  INTRODUCAO

1.1 Insuficiéncia Cardiaca

Insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome complexa que afeta 23 milhdes de pessoas
no mundo (ROHDE et al., 2018). Possui alto indice de mortalidade e hospitaliza¢Ges; além
disso os portadores de IC apresentam comorbidades associadas, tratamento farmacoldgico
complexo e sintomas limitantes, correspondendo a uma ma qualidade de vida (HEART
FAILURE SOCIETY OF AMERICA et al., 2010). Dessa forma, todos esses fatores associados
resultam em uma taxa de 35% de sobrevida ap6s 5 anos de diagnostico (ROHDE et al., 2018).

A IC é definida como uma anormalidade na estrutura cardiaca e/ou na funcdo cardiaca.
A presenca dessas anormalidades faz com que o coracao apresente altas pressdes intracardiacas
para manter a circulacdo sanguinea, contudo em um dado momento o débito cardiaco passa a
nédo conseguir manter a perfusdo de forma adequada durante o esforco e, com a progresséo da
doenca, o baixo débito cardiaco é observado também em repouso (MCDONAGH et al., 2021).

Sdo varias as etiologias da IC, como por exemplo: doenca arterial coronariana,
hipertensdo, doencas valvares, arritmia, cardiomiopatia, doencas congénitas, doencas
infecciosas, doencas causadas por drogas, doengas infiltrativas, doencas pericardicas, doencgas
endomiocérdicas, distdrbios de armazenamento, doencas metabdlicas, doencas
neuromusculares, entre outras, que podem acometer a funcdo sistélica, diastélica ou ambas
(MCDONAGH etal., 2021). Dentro deste quadro, a IC pode ser classificada segundo sua fracéo
de ejecdo (FE). A IC com FE preservada é o quadro onde ha presenca de sinais e sintomas,
porém a FE é > 50%. A IC com FE levemente reduzida apresenta sinais e sintomas com uma
FE entre 41-49%. E na IC com FE reduzida pode-se observar sinais e sintomas e a FE é < 40%.
Além disso, a IC pode ser descrita como crénica ou aguda, sendo a IC cronica aquela que
apresenta uma progressao gradual da doenca com o estabelecimento do diagnoéstico, ja a IC
aguda é descrita como uma alteracdo no quadro da IC crdnica de maneira abrupta precisando
de tratamento hospitalar emergencial. E por Gltimo, a IC pode ser classificada segundo a
progressao dos sinais e sintomas, sendo: classe I/ auséncia de limitacGes na atividade fisica;
classe 11/ pequenas limitacGes em atividades fisicas como falta de ar, fadiga e palpitacGes; classe
I11/ aumento da intensidade das limitagdes durante a atividade fisica; classe I\V/ aparecimento
dos sinais e sintomas em repouso e durante a atividade fisica (MCDONAGH et al., 2021).

Todos os 6rgdos sofrem com essa sindrome, mas a principio o coragdo passa por

algumas adaptagdes em decorréncia da sobrecarga imposta. Diante de um quadro de estresse
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cardiaco, primeiramente h4 uma resposta compensatdria com o aumento do tamanho e da massa
cardiaca com o objetivo de normalizar o estresse da parede e assim retornar a funcéo
cardiovascular normal, como visto por Grossman e colaboradores (1975). Com a evolucdo da
doenca e sob um estresse cronico, a resposta compensada do coragdo progride para uma
resposta descompensada, na qual hd uma dilatagdo ventricular, queda na funcdo contratil e
progressao para IC (THAM et al., 2015). Efeitos deletérios nos tecidos periféricos, como por
exemplo na musculatura esquelética, também séo vistos na IC (ZIZOLA et al., 2013; LEE et
al., 2016). Conjuntamente com a deficiéncia cardiaca, a deficiéncia periférica corrobora para a
intolerancia ao exercicio. A musculatura esquelética pode ter uma deficiéncia na vasodilatagdo
(LEE et al., 2016) ou até mesmo em alteracdes na morfologia, como a composicao da fibra
muscular, atrofia das fibras, infiltracdo gordurosa e diminuicéo de niveis enzimaticos (ZIZOLA
et al., 2013). Ou seja, existe uma interacdo complexa entre todos os tecidos do corpo sob um

quadro de IC.

1.2 Remodelamento Cardiaco

Remodelamento cardiaco sdo alteracBes que o coragdo sofre tanto em sua estrutura
quanto em sua morfologia que podem, por sua vez, alterar a funcdo cardiaca (AZEVEDO et al.,
2015). Em resposta a um aumento crénico da carga cardiaca, ha um aumento do tamanho e da
massa do coracdo com o objetivo de normalizar o estresse da parede, aumentando assim o
tamanho dos midécitos. Esse aumento da massa do coracdo é chamado de hipertrofia cardiaca
(GROSSMAN et al., 1975). A hipertrofia cardiaca pode ser classificada segundo o estimulo
que induziu o crescimento cardiaco, podendo ser do tipo fisiologico ou patoldgico. A hipertrofia
fisioldgica ocorre durante o crescimento pds-natal e, depois de adulto, ocorre na gravidez ou
como resultado do treinamento fisico. Por outro lado, a hipertrofia patoldgica é induzida por
doencas cardiovasculares, contudo ha também um grupo de doencas que sdao chamadas de
cardiomiopatia hipertrofica, as quais podem ser induzidas também por mutacGes genéticas
(BERNARDO et al., 2010).

Ambos os tipos de hipertrofia, fisiologica ou patologica, podem ser induzidas por
sobrecarga de pressao ou sobrecarga de volume. A hipertrofia fisiolégica pode ser induzida por
sobrecarga de pressdo, como por exemplo em exercicios resistidos, ou por sobrecarga de
volume como no caso de exercicios de endurance (MORGANROTH et al., 1975; PLUIM et
al., 2000; BERNARDO et al., 2010;). Assim como na hipertrofia fisiologica, a patoldgica pode

ser induzida por sobrecarga de pressdo como é caso da hipertensao arterial ou sobrecarga de
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volume, como no caso das doengas valvulares regurgitantes (GROSSMAN et al., 1975;
BERNARDO et al., 2010; YOU et al., 2018; KIM et al., 2019). O tipo de sobrecarga influencia
as caracteristicas de crescimento do coracdo. Em sobrecarga de pressdo ha adicdo de sarcomeros
em paralelo, fazendo com que a parede do ventriculo esquerdo (VE) fique mais espessa e com
minimas alteracdes na dilatagdo do VE. A essa hipertrofia é dado o nome de concéntrica. Ja, na
sobrecarga de volume ha uma adicéo de sarcomeros em séries, fazendo com que o VE aumente
de tamanho e forma, assim como sua cavidade, sendo denominada hipertrofia excéntrica
(GROSSMAN et al., 1975; MORGANROTH et a., 1975; PLUIM et al., 2000; BERNARDO et
al., 2010; KIM et al., 2019;).

A hipertrofia fisioldgica se diferencia da hipertrofia patoldgica, pois a hipertrofia
fisioldgica é caracterizada por crescimento cardiaco normal e proporcional, fun¢do normal ou
melhorada, além de ndo estar associada ao desenvolvimento de IC (BERNARDO et al., 2010;
WEEKS and MCMULLEN, 2011; SHIMIZU et al., 2016). A hipertrofia patoldgica, por sua
vez, € caracterizada inicialmente por um aumento da massa e tamanho do coragcdo com funcgéo
cardiaca preservada, sendo denominada de estdgio compensado. Com o avancar do tempo, a
hipertrofia patolégica compensada evolui para descompensada e, nesse estagio, a hipertrofia
patoldgica € caracterizada por dilatacdo do VE, deposicdo de colageno, degeneracdo de
midcitos e disfuncdo cardiaca, o que determina uma IC (BERNARDO et al., 2010; WEEKS
and MCMULLEN, 2011; HEIN et al., 2013; THAM et al., 2015; SHIMIZU et al., 2016).

Na hipertrofia cardiaca patoldgica, os midcitos e a matriz extracelular sofrem alteracdes
em alguns processos naturais, como por exemplo no manuseio do calcio, com diminuicdo do
monofosfato ciclico de adenosina (AMP ciclico) que pode determinar uma diminui¢do do
inotropismo cardiaco em pessoas com IC (FIELDMAN et al., 1987). Assim como diminui¢do
da expressdo proteica da bomba de célcio do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2) e da
fosfolambam treonina 17 (phospho-Thr17-PLN), bem como aumento do trocador sodio célcio
(NCX) e fosfatase-1 (PP1) (ROLIM et al., 2007). Além disso, a hipertrofia patoldgica apresenta
alteracdes no metabolismo cardiaco, ou seja, em situacdes normais, a principal fonte de energia
para o coragdo sao os acidos graxos, porém em situagdes patologicas hd uma diminuigdo do uso
de acidos graxos como fonte de energia e um aumento do uso de glicose como principal
substrato para o fornecimento de energia (THAM et al., 2015). O mesmo ocorre com a fibrose
cardiaca, condicdo presente na hipertrofia cardiaca patoldgica (HEIN et al., 2003; ROSSONI et
al., 2010; RENGO et al., 2013; PAGAN et al., 2015). Essa condicéo é resultado de um acumulo
de matriz extracelular que acarreta em diminuicdo da fungdo cardiaca, uma vez que a deposicao

de colageno prejudica a contragdo-excitacdo do musculo cardiaco (JANICKI and BROWER,
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2002; RENGO et al., 2013; PAGAN et al., 2015). A fibrose cardiaca pode ser induzida por
diferentes processos, dentre eles a degradacao de midcitos (KONG et al., 2014). No estudo de
Hein e colaboradores (2003), os animais com FE reduzida demonstraram uma diminuicdo do
numero de midcitos, assim como um aumento da deposicdo de coladgeno, que se
correlacionaram de forma negativa e significativa. O estresse oxidativo, por sua vez, € uma
condicdo bioldgica que também pode induzir a degradacdo dos midcitos e a deposicdo de
colageno, e vem sendo demonstrado em situacdes de patologia cardiaca (TSUTSUI et al., 2011;
PAGAN, 2018). Outra alteragédo presente na hipertrofia patoldgica € a diminuicdo da densidade
capilar no coracéo, quando comparado a um coragdo saudavel (ROSSONI et al., 2010; RENGO
et al., 2013) e todos esses processos citados acima podem estar ligados a uma condicéo de
inflamacdo (ROSSONI et al., 2010; SILVA et al., 2017).

1.3 Inflamacéo

Assim como os demais 6rgaos do corpo, 0 coracao apresenta um sistema de defesa que
é o sistema imune, o qual € responsavel por combater 0s agentes invasores atraves da resposta
inflamatoria. Sendo assim, a inflamacdo € definida como uma reacgdo fisioldgica que visa
defender o organismo de infecgdes e danos ao tecido (SUTHAHAR et al., 2017). Fazem parte
da resposta imunoldgica cardiaca ap6s insulto cardiaco os macréfagos, mondcitos, neutrdéfilos,
mastocitos, células dendriticas, linfocitos B, células Natural Killer e os linfécitos T (LAFUSE
etal., 2021).

A resposta inflamatoria se da ap6s a apresentacdo de um insulto cardiaco na qual os
padrdes moleculares associados a danos (DAMP) levam a ativacdo de células imunes que, por
sua vez resultam na liberacdo de citocinas e marcadores inflamatdrios. Apos a resposta
inflamatoria, um processo de fagocitose e eliminagdo das células danificadas é iniciado, bem
como a liberagéo de citocinas que favorecem o processo de cicatrizagdo tecidual via ativagao
da proliferacdo de miofibroblastos e neovascularizacdo na regido lesada (WAGNER et al.,
2020). Essa resposta inflamatoria pode ser classificada como inflamagdo aguda e inflamacéo
cronica. A inflamacéo aguda corresponde a uma queda abrupta da funcéo cardiaca, como € o
caso da miocardite, ja a inflamacéo cronica corresponde a uma leséo estrutural com grande
deposicdo de colageno, como por exemplo a presente na IC (RODRIGUES et al., 2014;
SUTHAHAR et al., 2017).

Citocinas inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (MULLER-
EHMSEN and SCHWINGER, 2004; NERI SERNERI et al., 2004; FILHO et al., 2013;
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SINAGRA et al., 2013; DE SOUZA et al., 2020; HANNA et al., 2020; MIAO et al., 2020),
interleucina-1 (IL-1) (ABBATE et al., 2008; HWANG et al., 2001; DI RAIMONDO et al.,
2012; HAROUKI et al., 2017; BUCKLEY and ABBATE, 2018; HANNA et al., 2020),
interleucina-6 (IL-6) (NERI SERNERI et al., 2004; KUMAR et al., 2019; MARKOUSIS-
MAVROGENIS et al., 2019; HANNA et al., 2020; RIDKER and RANE, 2021) e o fator de
crescimento transformador B (TGF-f) (PALANIYANDI et al., 2011; WESTERMANN et al.,
2011) ja foram bastante demonstrados no corac¢éo insuficiente. E esses mesmos marcadores sao
liberados na inflamacdo aguda para controle de sobrevivéncia e morte celular ou até mesmo
para acionar uma resposta adicional de inflamacdo. Porém, o TNF-a, IL-1 e IL-6 também
podem ser liberados na inflamacdo cronica com o0 objetivo de promover cicatrizagdo e
remodelamento cardiaco (NIAN et al., 2004). O TNF-a e a IL-1 sdo capazes de ativar as
metaloproteinases (MMP), que sdo responsaveis pela degradacéo e sintese de colageno (LI et
al., 2000; NIAN et al., 2004), enquanto o TGF-B vem sendo considerado um dos principais
estimuladores pro-fibroticos (BACMEISTER et al.,, 2019). Normalmente o colageno é
responsavel por fornecer estrutura cardiaca e distribuicdo da forca contratil, contudo, quando
h& uma deposicdo de coldgeno em forma de fibrose sob o tecido cardiaco que foi lesionado,
pode haver um prejuizo no funcionamento cardiaco, pois além de afetar a estrutura do cardiaca,
afeta também a contracdo cardiaca e a geracdo de forca (KONG et al., 2014). Hein e
colaboradores (2003) demonstraram em seu estudo que existe uma correlagdo negativa
significativa entre a FE e a fibrose cardiaca de pacientes com disfun¢éo cardiaca. Sendo assim,
0 uso de farmacos que atuam no perfil inflamatério cardiaco vem sendo investigado como novas
formas de tratamento da IC, ja que dessa forma a estrutura cardiaca e a funcéo cardiaca estariam
preservadas.

1.3.1 Dexametasona

Em 1949 os glicocorticoides foram introduzidos na pratica médica para o tratamento de
artrite reumatoide (HENCH et al., 1949), contudo atualmente os glicocorticoides podem ser
utilizados para diversos tipos de tratamentos, tais como para o controle da asma, bronquite,
inflamacGes cronicas, alergias e doengas autoimunes. A dexametasona (DEX) € um
glicocorticoide sintético muito utilizado na clinica por ser uma droga com potentes efeitos
antialérgicos, anti-inflamatdrios e imunossupressores (ANTI et al., 2008).

Os glicocorticoides podem também ter origem natural, como é caso do cortisol, e sdo

conhecidos como hormodnios esteroidais. O cortisol ou hidrocortisona em humanos tém sua
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sintese a partir da liberacéo do fator liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotalamo e esse,
por sua vez, age na hipofise anterior induzindo a liberacdo do horménio adrenocorticotréfico
(ACTH). O ACTH cai na circulacdo sanguinea e age no cortex das glandulas supra-renais, mais
especificamente na zona fasciculada, sintetizando o cortisol. A liberacdo dos horménios
esteroidais pode sofrer influéncia do horménio antidiurético, de ocitocinas, de catecolaminas
ou pode ser mediado por situa¢es como febre, hipoglicemia e estresse. Além disso, a principal
funcdo do cortisol é o controle do metabolismo, promovendo estimulos para gliconeogénese,
menor utilizacdo de glicose pelas células, aumento da glicose sanguinea, aumento de
aminoacidos plasmaticos e mobilizacdo de acidos graxos (TSIGOS and CHROUSOS, 2002;
ANTI et al., 2008).

Apesar dos potentes efeitos dos glicocorticoides sintéticos como anti-inflamatorio,
antialérgico e imunossupressor serem bem descritos, muitos pesquisadores, inclusive no nosso
grupo, vém desenvolvendo pesquisas que demonstram os efeitos deletérios que o tratamento
com a DEX pode acarretar. Dentre esses efeitos deletérios estdo a reducdo do peso corporal
(PC), atrofia muscular (BAREL et al., 2010; DIONISIO et al., 2014; MACEDO et al., 2014;
KRUG et al., 2016; HERRERA et al., 2016; CONSTANTINO et al., 2017), resisténcia
periférica a insulina (SANTOS et al., 2007; RAFACHO et al., 2007; GIOZZET et al., 2008;
BAREL et al., 2010; DIONISIO et al., 2014; MACEDO et al., 2014; KRUG et al., 2016) e
indug&o de hipertenséo arterial (SUZUKI et al., 1982; DODIC et al., 1998; DODIC et al., 1999;
PEERS et al., 2001; DODIC et al., 2006; MONDO et al., 2006; HERRERA et al., 2016;
CONSTANTINO et al., 2017; DE SALVI GUIMARAES et al., 2017).

Dentre 0s mecanismos responsaveis pela hipertensdo arterial induzida por tratamento
com DEX pode-se citar alterac6es do sistema nervoso autonémico (HOU and SLOTKIN,1989;
SEGAR et al.,, 2006; HERRERA et al., 2016; DUCHATSCH et al., 2018), reducdo da
sensibilidade barorreflexa (CONSTANTINO et al., 2017) e aumento na atividade do sistema
renina angiotensina aldosterona (SRAA) (SUZUKI et al., 1982; SATO et al., 1994; FISHEL et
al.,, 1995). Além disso, tem sido mostrado que o tratamento com a DEX promove
remodelamento cardiaco em animais normotensos, caracterizado por hipertrofia
(MUANGMINGSUK et al., 2000; DODIC et al., 2001; DE, et al., 2011; DE SALVI
GUIMARAES et al., 2017) e deposicao de colageno no VE (ROY et al., 2009; DE, et al., 2011;
DE VRIES et al., 2012; DE SALVI GUIMARAES et al., 2017) e, essas alteracdes resultam em
menor funcdo cardiaca (DODIC et al., 2001; DE SALVI GUIMARAES et al., 2017). Porém,
pesquisas recentes do nosso laboratério (DUCHATSCH et al., 2021) demonstraram que

animais espontaneamente hipertensos (SHR) tratados com pequenas doses de DEX néo
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apresentam alteragOes significativas de pressdo arterial, atividade do sistema nervoso
autondmico e barorreflexo, além daquelas que j& sdo apresentadas pelo SHR controles. Ao
contrario do observado em normotensos, o tratamento com a DEX foi capaz de promover um
remodelamento cardiaco com aumento do didametro diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE),
aumento da capilarizacdo e reducdo da deposicdo de colageno. Essas alteracdes estruturais,
promovidas pela DEX, resultaram em uma melhora na funcéo sistolica e diastolica.

Nada foi descrito anteriormente sobre o efeito do tratamento da DEX no miocardio de
portadores de IC, mas ja foi descrito que em alguns tecidos os glicocorticoides sdo capazes de
protegé-los da resposta apoptotica, como € o caso das células cardiacas e renais (GRUVER-
YATES and CIDLOWSKI, 2013). Em 1978, Joyce e colaboradores ja haviam demonstrado que
o tratamento com a DEX ap6s 1 hora da cirurgia de infarto seria capaz de diminuir o tamanho
de infarto. Da mesma forma, o estudo de Xu e colaboradores (2011) demonstrou que o pré-
tratamento com a DEX foi capaz de diminuir a &rea de infarto e reduzir a apoptose dos
cardiomidcitos em animais que tiveram a corondria descendente anterior ocluida. Estes autores
justificam que esta resposta ocorreu porque a DEX é capaz de ativar a transcri¢do da proteina
antiapoptética do tipo linfoma de células B - extragrande (BCL-XL). Esse estudo concorda com
o0 estudo de Chen e colaboradores (2005) que demonstrou que células de cardiomidcitos tratadas
com corticosteroides apresentaram reducdo da resposta apoptética induzida por doxorrubicina
devido a um aumento da producéo proteica da BCL-XL. Sendo assim, é plausivel de se pensar
que, com a reducdo da apoptose havera menor tecido fibrético com o tratamento com DEX,
como demonstrado por El-Helou et al. (2008).

Em um estudo com cardiomidcitos H9C2 embrionérios de rato e cardiomidcitos
primarios, a DEX promoveu aumento significativo no tamanho das células, assim como de
marcadores hipertréficos (REN et al., 2012). Além disso, a DEX foi capaz de inibir a apoptose
induzida por TNF-a e o uso de antagonistas do receptor de glicocorticoide (GR- RU486) aboliu
a resposta antiapoptotica (REN et al., 2012). Estes resultados concordam com o estudo ja feito
por Kewalramani e colaboradores (2009), no qual foi demonstrado que a DEX protege os
cardiomiocitos ventriculares de ratos normotensos da apoptose induzida pelo TNF-a pela
ativacdo da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK). Além disso, o
tratamento com DEX tem se mostrado capaz de diminuir a producdo proteica das MMP e
melhorar fungéo cardiaca por diminuir TNF-o em animais com IC cronica (XIA et al., 2007).
Em suma, os resultados do tratamento com a DEX no coragédo sdo conflitantes, com efeitos
deletérios e benéficos, como os encontrados por Oakley e colaboradores (2013) que propuseram

0 uso na prevencdo de doencas cardiacas. Sendo assim, faz-se necessario entender os efeitos da
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DEX no coragdo sob um quadro de IC, bem como dos marcadores inflamatorios envolvidos

nesse processo, para assim encontrar um possivel alvo terapéutico para IC.

1.3.2 Ramipril

Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (iECAs) sdo farmacos que alteram
a atividade do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) e séo utilizados no tratamento
da hipertensdo arterial e no tratamento da doenca cardiaca (BARROSO et al., 2021). O primeiro
IECA desenvolvido foi o captopril e este foi criado em 1965, a partir de uma proteina encontrada
no veneno da jararaca pelo cientista brasileiro Sérgio Henrique Ferreira. Além do captopril,
existem varios outros iIECAs como enalapril, lisinopril, quinapril, perindopril e o ramipril.

O SRAA ¢é um sistema fisiolégico enddcrino responsavel por regular a funcao
cardiovascular, adrenal e renal, controlando o balanco eletrolitico. O precursor da cascata do
SRAA é o angiotensinogénio, produzido pelo figado, que € clivado pela renina que é produzida
pelas células justaglomerulares no rim. O resultado dessa clivagem é a angiotensina | (ANG 1)
que é sequencialmente convertida pela enzima conversora de angiotensina (ECA) em
angiotensina Il (ANG I1), porém existem outras vias alternativas de formacao de ANG Il como
€ 0 caso da via de acdo das quimases, elastase-2, bem como ja foi proposto a existéncia de
peptideos ativos envolvidos nessa formacdo. A ANG |1 exerce sua funcdo ao se ligar em seu
receptor do tipo 1 (AT1) ou receptor do tipo 2 (AT2). Este eixo classico do SRAA € conhecido
como eixo constritor, porém existe um outro eixo do SRAA que é o vasodilatador. Este eixo é
caracterizado pela formagdo de ANG (1-7) que tem seu efeito exercido pela ligagdo ao seu
receptor MAS. A formacdo de ANG (1-7) depende da clivagem da ANG Il pela enzima
conversora de angiotensina 2 (ECAZ2) ou pela clivagem da ANG | pela ECA2, formando ANG
(1-9) e esta, por sua vez, pela ECA, formando assim a ANG (1-7). Assim como no primeiro
eixo apresentado, o segundo eixo apresenta vias alternativas de formagéo de ANG (1-7), bem
como pode ter a participacdo de varios outros componentes na formacdo dessa cascata
(SANTOS et al., 2015).

No vaso, a ligagdo da ANG Il em seu receptor AT1 medeia agdes de vasoconstricao,
proliferacdo e inflamacéo, enquanto que a ligacdo da ANG Il em seu receptor AT2 medeia
acOes opostas as observadas com o receptor AT1. Ja a ligagdo da ANG (1-7) em seu receptor
MAS medeia agOes vasodilatadoras e anti-proliferativas (CAREY AND SIRAGY, 2003;
BALAKUMAR and JAGADEESH, 2014). Estudos ja evidenciaram a presenca do SRAA em
varios tecidos independente do SRAA circulante. Alguns desses tecidos sdo cérebro, coragéo,
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rim, gbnodas, ovarios, 0sso, musculo esquelético, tecido adiposo, pancreas, carétida, corddo
umbilical, gengiva e polpa dental (CAMPBELL, 1987; PHILLIPS, SPEAKMAN and
KIMURA, 1993; OBERMULLER et al., 2004; LEUNG, 2004; GOKER et al., 2005; SOUZA
etal., 2007; SANTOS et al., 2015).

Tem sido demonstrado que a atividade do SRAA estd aumentada em vérias doencas
cardiovasculares e, dentre elas, na IC (KUMAR, SINGH and BAKER, 2009; GOMES-
SANTOS et al., 2014; EMDIN et al., 2015), pois a ativacdo do receptor AT1 pela ligacédo da
ANG Il contribui para o aumento da atividade nervosa simpatica (MOUSA et al., 2008),
vasodilatacdo prejudicada (ABASSI et al., 1997) e remodelamento cardiaco
(BREGAGNOLLO et al., 2005; XU et al., 2008; SEBASTIAO et al., 2017), com aumento do
estresse oxidativo, degradacéo e apoptose (RUSSEL et al., 2007; SEBASTIAO et al., 2017).
Por outro lado, a ativacdo do receptor MAS pela ligacdo da ANG (1-7) ativa propriedades anti-
fibroticas e anti-proliferativas (SANTOS et al., 2013). Diante disso, farmacos que atuam no
SRAA vém sendo utilizados no tratamento de doencas cardiovasculares (MCDONAGH et al.,
2021).

Como os iIECAs bloqueiam a conversdo de ANG | em ANG Il e, portanto, diminuem os
efeitos da ligacdo da ANG Il no receptor AT1, sdo eficientes em reduzir pressdo arterial
(FERRARI et al., 2005; SIMKO et al., 2009; MIOTTO et al., 2021), melhorar o remodelamento
cardiaco com regressao da hipertrofia cardiaca (LITWIN et al.,1995; GONCALVES et al., 2005;
SIMKO et al., 2009; ARSENAULT et al., 2013; MULLER et al., 2013) e diminuir a deposicédo
de colageno (MULLER et al., 2013; QU, XU and TIAN, 2015; MIOTTO et al., 2021), respostas
estas que contribuem para a melhora no remodelamento cardiaco com consequente melhora da
funcdo cardiaca (LITWIN et al.,1995; ARSENAULT et al., 2013; QU, XU and TIAN, 2015).
Além disso, como a ECA € responsavel também pelo controle da degradacdo da bradicinina, os
IECAs sdo capazes de bloquear essa degradacdo e, portanto, aumentar a concentracdo da
bradicinina, sendo esse um dos mecanimos de agdo para os efeitos cardiovasculares com a
utilizacdo dos IECAs. Isso acontece porque a bradicinina aumenta a concentracdo de
prostaciclina e do fator derivado da hiperpolarizacdo do endotélio (EDHF), os quais induzem
vasodilatacdo, efeitos anti-proliferativos e inibem agregacéo plaquetadria (BRUNNER et al.,
2005). E importante ressaltar que além dos iECAs, existem outros farmacos que alteram o
SRAA como por exemplo os antagonistas/bloqueadores dos receptores de ANG Il e os
inibidores da renina (NUSSBERGER et al., 2008) e que a utilizacdo destes farmacos pode

resultar na melhora do remodelamento cardiaco também (MULLER et al., 2013).
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Um dos mecanismos que podem estar envolvidos na melhora do remodelamento
cardiaco promovido pelos iECAs é a atenucdo do perfil inflamatdrio dos animais, como pode
ser visto em alguns estudos com o ramipril, na qual ele tem-se mostrado eficiente em controlar
as citocinas e os marcadores inflamatorios na inflamacdo (AKASHI, 2006; SANDMANN et
al., 2006; RUDI et al., 2021). Sendo assim, com a atenucdo do perfil inflamatério, hd uma
atenuacdo da destruicdo tecidual (NERI SERNERI et al., 2004; RUDI et al., 2021) e também o
reparo tecidual, ja que o bloqueio do SRAA reduz a fibrose (MULLER et al., 2013; QU, XU
and TIAN, 2015; MIOTTO et al., 2021). Ou seja, a ANG Il modula citocinas e marcadores
inflamatorios que sdo importantes no desenvolvimento e manutencdo da inflamacéo e, portanto,
esta relacionada ao desenvolvimento de doencas que apresentam caracteristicas inflamatorias,
como € o caso da IC.

Apesar do papel do SRAA no remodelamento cardiaco ser conhecido, mais pesquisas
sdo necessarias para entender o efeito do ramipril na inflamacdo cardiaca em um modelo

experimental de IC.
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2. HIPOTESE

A hipotese desse trabalho foi que farmacos com propriedades anti-inflamatorias
poderiam causar um efeito cardioprotetor diante da resposta inflamat6ria miocardica de ratos
com IC, melhorando estrutura cardiaca, diminuindo deposicdo de colageno e aumentando

angiogénese, resultando em uma melhora da funcéo cardiaca.
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3. OBJETIVO
O objetivo foi avaliar os efeitos do tratamento com anti-inflamatério da classe dos
glicocorticoides sintéticos e inibidores da enzima conversora de angiotensina na inflamacgéo

cardiaca, na estrutura cardiaca e na funcéo cardiaca em um modelo experimental de IC.

3.1 Objetivos Especificos

1/ Avaliar o remodelamento miocardico, a funcdo e inflamacgdo cardiaca em modelo
experimental de IC, induzido por estenose adrtica;

2/Investigar os efeitos do tratamento com dexametasona no remodelamento cardiaco,
funcdo e inflamacéo cardiaca em um modelo experimental de IC, induzido por estenose aortica;

3/ Investigar os efeitos do tratamento com o ramipril no remodelamento cardiaco,

funcdo e inflamacéo cardiaca em um modelo experimental de I1C, induzido por estenose adrtica.
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4. MATERIAIS E METODOS

Todo o protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
UNESP, campus de Bauru, SP (#1044/2019 Vol. 1). Ratos wistar de 60 a 80 g (21 dias de idade)
foram obtidos no Biotério Central da Universidade Estadual Paulista, UNESP, campus de
Botucatu. Durante o protocolo experimental os animais foram mantidos no Biotério de
Manutencgéo da Faculdade de Ciéncias da Universidade Estadual Paulista, UNESP, campus de
Bauru, com agua e racio (Biobase, Aguas Frias, Santa Catarina, Brasil) fornecidas at libitum.
Os animais foram alocados em uma sala com temperatura controlada (20 + 2° C) e em ciclo

claro - escuro de 12:12 horas.

4.1 Protocolo Cirargico de Estenose Adrtica

O protocolo de estenose aortica (EA) foi realizado em ratos com 21 dias de vida (60 -
80g). Trinta e um ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg, i.p.) e
cloridrato de xilazina (10 mg/kg, i.p.). Posteriormente, foi realizada a tricotomia da regido
anterior do térax dos ratos e, em seguida, os mesmos foram submetidos a uma toracotomia
mediana. A seguir, a aorta ascendente foi dissecada e um clipe de prata de 0,6 mm de diametro
interno foi colocado a aproximadamente 3 mm de sua raiz. Os ratos receberam soro fisiolégico
por via intraperitoneal (1 mL) e, durante a cirurgia, foram ventilados manualmente com pressao
positiva de oxigénio a 100%. Esse protocolo é baseado na premissa de que conforme os animais
fossem crescendo, o anel de prata promoveria uma estenose da aorta que causaria um aumento
da pos-carga do animal (MOTA et al., 2020; OKOSHI et al., 2004). Outros vinte e quatro ratos
foram submetidos a uma cirurgia ficticia (sham), na qual todos os procedimentos cirlrgicos
foram realizados, exceto a colocagéo do clipe de prata. De acordo com outros estudos, dezoito
semanas apos a cirurgia de EA seriam suficientes para induzir disfuncdo cardiaca (LITWIN et
al.,1995). Assim, como o objetivo deste estudo foi investigar a disfuncdo cardiaca na IC,
esperamos 24 semanas ap0s a cirurgia para iniciar o protocolo de tratamento. O peso corporal
(PC) foi medido semanalmente durante os meses e diariamente durante os periodos de

tratamento®.

1 O protocolo de estenose adrtica foi realizado em parceria com o Dr. Dijon Henrique Salomé
de Campos, da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, SP.
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4.2 Teste de Capacidade Fisica Maxima

Ap0s 21 semanas da cirurgia, a avalicdo da capacidade fisica maxima foi realizada com
0 objetivo de investigar os efeitos da estenose adrtica na capacidade fisica dos animais. O
equipamento utilizado para a realizagdo do teste foi uma esteira ergométrica adaptada para ratos
(Inbramed, Millennium). Ap6s 1 semana de adapatacdo dos animais na esteira (5 m/min/dia),
todos os animais foram submetidos ao protocolo do teste de capacidade fisica maxima que se
iniciava a 6 m/min com incrementos de 3 m/min a cada 3 min até a exaustdo, com 0% de
elevacdo. O teste foi interrompido apds a parada espontanea da corrida dos animais na esteira
(DE SOUZA et al., 2020).

4.3 Ecocardiograma

Todos os ratos foram submetidos a avaliacdo ecocardiografica apds 21 semanas da
cirurgia de estenose aortica para homogeneizar o grupo de acordo com a progressdo da doenca
e, 26 semanas apos a cirurgia, no 13° dia de tratamento, para avaliar o efeito do tratamento nos
parametros estruturais e funcionais do coracao. Os ratos foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (50 mg/kg, i.p.) e cloridrato de xilazina (1 mg/kg, i.p.) e apds a anestesia foi feita a
tricotomia da regido anterior do térax dos animais. Foi utilizado equipamento da General
Electric Medical Systems, modelo Vivid S6 (Tirat Carmel, Israel), com transdutor
multifrequencial de 5 a 11,5 MHz. A avaliacdo dos fluxos transvalvar mitral e adrtico foi
realizada com o0 mesmo transdutor operando em 5,0 MHz. A partir deste equipamento, com 0s
ratos posicionados em decubito lateral esquerdo, as varidveis morfoldgicas e funcionais do
coracdo foram obtidas de acordo com a metodologia previamente descrita (OKOSHI et al.,
2002; FIORETTO et al., 2002; MOREIRA et al., 2009). As estruturas cardiacas foram medidas
manualmente com o auxilio de um paquimetro de precisdo, de acordo com as recomendacdes
da American Society of Echocardiography (SAHN et al., 1978) em pelo menos cinco ciclos
cardiacos consecutivos. Os seguintes parametros foram avaliados: diametro diastolico (DDVE)
e sistélico (DSVE) do ventriculo esquerdo (VE); espessura diastélica (EDPP) da parede
posterior do VE; espessura diastélica (EDSIV) do septo interventricular e didmetros da aorta
(AO) e do atrio esquerdo (AE). A massa do VE foi calculada pela seguinte formula: [(DDVE +
EDPP + EDSIV)3 — DDVE3] x 1,04, em que 1,04 representa a densidade especifica do
miocardio (LITWIN et al., 1995). A espessura relativa do VE foi calculada a partir da
formula:[(2 x EDPP) / DDVE] (GANAU et al., 1992). A fungdo sistdlica do VE foi avaliada

pelos seguintes indices: 1) porcentagem de encurtamento endocéardico (% Enc. Endo): [(DDVE
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— DSVE)/DDVE]; 2) porcentagem de encurtamento mesocardico (%A meso): [(DDVE + %
EDPP + % EDSIV) — (DSVE + %ESPP + ¥ ESSIV)/(DDVE + % EDPP + % EDSIV)]; 3)
velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP), que é a tangente maxima do
movimento sistélico da parede posterior e 4) fracdo de ejecdo (FE), que é é a porcentagem de
sangue do ventriculo esquerdo que € ejetada a cada batimento cardiaco. Adicionalmente foi
calculado o indice de performance miocérdica do VE (indice de Tei) (TEl etal., 1997). A funcdo
diastdlica do VE foi analisada pelos seguintes indices: 1) razao entre os picos de velocidade de
fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contracdo atrial (onda A) do fluxo transmitral e 2)

tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV)?.

4.4  Grupos e Protocolos Experimentais

Foram formados 5 grupos que foram distribuidos em 2 protocolos.

Protocolo 1 / Quarenta e seis ratos wistar foram submetidos a uma cirurgia de estenose
adrtica ou uma cirurgia ficticia (sham). Foram aguardadas 21 semanas para o desenvolvimento
da IC e ap06s as 21 semanas, foi realizado um exame ecocardiografico para a divisdo homogénea
dos grupos de acordo com a evolucdo da doenca. Os animais foram divididos em 4 grupos, a
saber: 1/ sham tratado com salina (S, n=12), cirurgia ficticia e durante os Ultimos 14 dias foram
tratados com salina por injecdo subcutanea (s.c.); 2/ sham tratado com DEX (SD, n=12),
cirurgia ficticia e nos ultimos 14 dias foram tratados com dexametasona (DEX, Decadron®;
50pg/kg/dia, 9h, s.c.); 3/ Estenose aortica controle (EA, n=9), cirurgia de estenose adrtica e
durante os ultimos 14 dias foram tratados com salina por injecdo s.c. e 4/ Estenose adrtica
tratados com DEX (EAD, n=9), cirurgia de estenose adrtica e nos tltimos 14 dias foram tratados
com dexametasona (DEX, Decadron®; 50ug/kg/dia, 9h, s.c.). No 13° dia de tratamento foi feito
0 exame ecocardiogréafico e ao final do protocolo de tratamento, 0s animais foram eutanasiados
e os tecidos (miocardio, tibial anterior, glandula adrenal, pulméo, figado e a tibia) foram
retirados para analise e armazenamento para futuras pesquisas (Figura 1). O pulméo e o figado
foram removidos para a determinacéo da razdo de peso Umido/seco, utilizando-se o peso fresco
das amostras retiradas e seu peso apds acondicionamento por 48 horas a 60°C em estufa. Essa
dose de DEX foi escolhida devido ao seu efeito benéfico no coracdo observado em ratos
espontaneamente hipertensos, como previamente publicado pelo nosso grupo (DUCHATSCH
etal., 2021).

20 exame de ecocardiografia foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Katashi Okoshi, da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, SP.
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Protocolo 2 / Os grupos controles do protocolo 1 (S e a EA) foram utilizados nas
analises do protocolo 2. Adicionalmente, 9 ratos wistar foram submetidos a uma cirurgia de
estenose aortica, na qual foram aguardadas 21 semanas para o desenvolvimento da IC. Apoés as
21 semanas, foi feito um exame ecocardiografico para a divisdo homogénea dos grupos
conforme a evolugdo da doenca cardiaca. 1/Estenose aortica tratados com ramipril (EAR, n=9),
cirurgia de estenose aortica e nos ultimos 14 dias foram tratados com ramipril (10mg/kg/dia,
9h, via gavagem). No 13° dia de tratamento foi feito o exame ecocardiografico e ao final do
protocolo de tratamento, os animais foram eutanasiados e os tecidos (miocardio, tibial anterior,
glandula adrenal, pulmao, figado e a tibia) foram retirados para anélise e armazenamento para
futuras pesquisas (Figura 1). O pulméo e o figado foram removidos para a determinacéo da
razdo de peso umido/seco, utilizando-se o peso fresco das amostras retiradas e seu peso apos
acondicionamento por 48 horas a 60°C em estufa. A dosagem do ramipril utilizada no presente
protocolo foi escolhida devido a seu efeito na modulagdo do perfil inflamatério (RUDI et al.,
2021).

Teste de capacidade fisica méxima Ecocardiograma
(21" semana)

Ecoca'rdxograma Eutanasia
(21" semana)

26 semanas
]

60-80g (21 dias) 24 semanas 14 dias
Tratamento com DEX ou ramipril

Estenose aortica
ou sham

Figura 1: Desenho experimental. Ratos Wistar foram submetidos a um protocolo de estenose aortica (EA) ou
cirurgia ficticia e 21 semanas apés a cirurgia todos os ratos foram submetidos a teste de capacidade fisica e
ecocardiografia transtordcica para divisdo dos grupos. Ap6s 24 semanas da cirurgia, 0s animais foram tratados
com DEX (50 pg/kg/dia, s.c.) ou Ramipril (10mg/kg/dia, via gavagem) salina por 14 dias. Ap6s o protocolo
experimental, os animais foram submetidos a exame ecocardiogréfico e eutanasia.

4.5 Caracterizacéo da Insuficiéncia Cardiaca

Ao final do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados por sobrecarga de
anestésico ANASEDAN® (cloridrato de xilazina 20 mg/kg), CEVA e DOPALEN® (cloridrato de
cetamina 160 mg/kg), VETBRANDS do Brasil. Antes da anestesia foi investigada a presenca de
taquipneia e, apos a anestesia, foram observados a presenca de ascite, derrame pleural, trombos
atriais e congestdo hepética para a caracterizacao clinica da IC. Apds a eutanésia, para avaliacdo da

hipertrofia cardiaca, coracdo, atrios, VE e ventriculo direito (VD) foram removidos, separados e
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pesados (MOTA et al., 2020). O VE foi removido e dividido em duas partes: uma foi armazenada
em freezer -80°C para analise de citocinas e marcadores inflamatérios e a outra parte do VE foi
armazenada em paraformaldeido em geladeira para analise histoldgica. Como o tratamento com
DEX normalmente altera o PC, o comprimento do osso da tibia foi usado para normalizacdo dos
tecidos. As glandulas adrenais foram removidas e pesadas para confirmacdo da eficacia do

tratamento com DEX.

4.6 Analise das Citocinas e Marcadores Inflamatdrios

Parte do VE que estava armazenado em freezer -80° C foi homogeneizada (IKA T18,
Staufen, Alemanha) em solucdo RIPA (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA)
adicionada a um coquetel de inibidores de protease a 0,1% (Pic, Sigma Aldrich, SLM, EUA) e
fluoreto de fenilmetanossulfonil a 1% (PMSF, Sigma Life Science, EUA). Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas e o sobrenadante armazenado a -20°C. As citocinas e marcadores
inflamatdrios foram analisados por imunoensaio (MILLIPLEX®). Os seguintes painéis foram
utilizados para verificar a presenca de citocinas e marcadores inflamatérios no VE: kit RAT
Immunology Rat Cytokine/Quimiokine (Cat. No. RECYTMAG-65K) 27 (Cat. No.
RECYMAGG65K27PMX) 27 (Bulk Cat. No. RECYMAG65PMX27BK), na qual foram
investigadas as seguintes citocinas e marcadores: interleucina la (IL1-a), interleucina 1 3 (IL1-
B), interleucina 4 (IL-4), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), interleucina 12p70 (IL-
12), interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral a (TNFa) e fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), e kit Multi-Species TGF3 — Singleplex (Cat. No. TGFBMAG-
64K-01) (Bulk Cat. No. TGFBMAG-64K-01BK), na qual foi investigado o marcador fator de
crescimento transformador B (TGFf). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com
0 protocolo do fabricante. Todas as amostras, amostras de controle de qualidade e padrbes
foram preparados conforme recomendado nos protocolos do kit de ensaio de mapa
MILLIPLEX® com diluentes fornecidos, seguindo as instruces do fabricante. A placa de
ensaio foi entdo analisada com o instrumento Luminex® equipado com software XPONENT®
e Multiplex Analyst 5.1. Os resultados foram obtidos em pg/mL (BERGAMO et al., 2020).

4.7 Analises Morfométricas

A outra parte do VE (corte transversal) foi fixada em solucéo de paraformoldeido 4%
tamponado durante 24 horas. Em seguida, os tecidos foram lavados em alcool 70% para retirada
do fixador. As amostras foram ent&o destinadas para inclusdo em Paraplast (Sigma, EUA). Para

tanto, passaram por um processo de desidratacdo com etanol com as concentracoes de 95% (2x
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de 30 minutos) e 100% (3x de 30 minutos). Em seguida, passaram por uma etapa denominada
diafanizacdo, na qual as amostras foram mergulhadas em xilol (3x de 30 minutos). Em uma
préxima etapa, as amostras foram submetidas ao processo de infiltracdo e inclusdo, na qual as
amostras permaneceram 3x de 30 minutos em vidros que continham paraplast, em estufa de 57-
60°. Posteriormente foram emblocadas e foram colocadas em temperatura ambiente. Dos blocos
foram feitos cortes histoldgicos, os quais foram seccionados em cortes transversais (5 ou 7 pm,
dependendo da técnica de coloracdo) em microtomo manual, utilizando navalhas descartaveis
e foram colocados em laminas. As laminas com secgdes de 5 um foram destinadas para rotinas
de coloragdo com Hematoxilina-eosina (HE) para identificacdo da densidade capilar e didmetro
de midcito no VE. As laminas com sec¢des de 7 um foram destinadas para rotinas histolégicas
de coloracdo com Picrossirius Red, para quantificar a area de colageno no VE. Em cada lamina
foram colocados pelo menos 3 cortes (3-6) e, de cada corte foram feitas 3 fotos, totalizando 9 a
12 imagens por VE de cada rato.

Todas as imagens foram capturadas utilizando cadmera Leica MC170 HD, acoplada ao
microscopio Leica DM4 B (aumento de 200 a 400x). A analise (off-line) foi realizada usando
software ImageJ. Nas fotos com aumentos de 400X e coloracdo com HE, foram feitas a
contagem no namero de capilares e a densidade capilar foi obtida pela média da contagem da
quantidade de capilares identificados nas fotos, dividida pela 4drea da imagem (0,055488 pm?/
objetiva de 40x para o VE). Em seguida, a area foi normalizada em mm? e a densidade foi
demonstrada em ntimero de capilaress/mm? (DUCHATSCH et al., 2021). A partir da coloracéo
com HE, os midcitos (tom de rosa) e os nucleos dos capilares de cada midcito (em tom de roxo),
foram identificados para analise de didmetro de midcitos, com regides longitudinais capturadas
em cada imagem com objetiva de 40x. Para cada midcito foi feito o reconhecimento do nlcleo
e das membranas limitantes entre um midcito e outro. Foi tracada uma linha reta entre as
membranas que passasse pelo centro do nicleo. A medida em pm foi utilizada como didametro
dos midcitos (DUCHATSCH et al., 2021). Nas fotos longitudinais, com aumentos de 200X e
coloracédo de Picrossirius Red, foram identificados os miécitos (em amarelo) e as fibras de
coldgeno (em vermelho). A quantificacdo da area de colédgeno e a % de area de colageno foi
realizada automaticamente pelo software Image J, a partir da deteccdo de coloragdo vermelha
em uma determinada area (CURY et al., 2018).
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4.8 Métodos Estatisticos

Para avaliar a normalidade das amostras foi utilizado o teste Shapiro-Wilk. Para as
amostras com distribuicdo normal, os resultados foram apresentados como media * erro padrdo
da média (EPM) e foram utilizados testes paramétricos (Analise de variancia de 2 caminhos ou
teste T de Student), com post-hoc de Tukey. Para as amostras com distribuicdo anormal, os
resultados foram apresentados como média, desvio padrdo (DP), valor minino (Min), valor
maximo (max), primeiro quartil (1Q), mediana (Md) e terceiro quartil (3Q). Nos casos em que
houve diferenca estatistica no teste de Kruskal-Wallis foi realizada a comparagéo pairwise e 0s
valores de significancia foram ajustados pela correcao de Bonferroni para multiplos testes. Para
a realizacdo da curva de sobrevivéncia foi utilizado o teste Log-rank (Mantel-Cox). Para a
analise inferencial de associacdo entre as variaveis qualitativas nominais e os grupos foi

realizado o teste Qui-quadrado. Para todas as analises foi considerado p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados do Protocolo 1

Com o objetivo de entender as diferencas entre os animais com EA e 0s animais sham,
foi investigada a frequéncia de nimero de 6bitos, na qual os animais com EA demonstraram
morrer mais no pés-cirdrgico e ao longo da evolucgdo da doenca, quando comparado com 0S

animais sham (P< 0,01), como observado na Figura 2.
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Figura 2: Curva de sobrevida. Os animais em preto representam o grupo sham, enquanto 0s animais em cinza
representam os animais com estenose adrtica. Significancia: p <0,05, para efeitos de estenose adrtica (vs. sham).

Um dos fatores que pode contribuir para os animais com EA morrerem mais é a
diminuicdo da capacidade aerdbia e, portanto, a intolerdncia ao esforco, que foi investigada
através do teste de capacidade fisica maxima. Conforme mostrado na Figura 3, 0s animais com
EA correram por um menor periodo (-32%) quando comparado aos animais sham (537 + 62s
vs. 791 + 51s, para EA vs. sham, P=0,003). E importante notar que esses resultados foram

obtidos antes do tratamento com DEX.
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Figura 3: Teste de Capacidade Fisica Maxima. A barra em preto representa o grupo sham (n=20), enquanto que a
barra cinza representa 0s animais com estenose aértica (EA, n=23). Os resultados sdo apresentados como média +
erro padrdo da média, significancia: + p <0,05, para efeitos de estenose adrtica (vs. sham).

A presenga de caracteristicas da IC pode contribuir com o resultado do aumento da
intolerancia ao esforgo, encontrado anteriormente. Foram investigadas caracteristicas de IC in
vivo e post-mortem. In vivo foram observados comportamento apatico, pélo alterado e
taquipneia e post-mortem foram observados: presenca de derrame pleural, de trombos atriais,
ascite e congestdo hepatica. Todas essas caracteristicas foram observadas nos grupos com EA,
porém os resultados de taquipneia, derrame pleural, trombos atriais, ascite e congestao hepatica,
foram reduzidos ou mantidos com o tratamento com DEX, exceto os trombos atriais (Figura 4).
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Figura 4: Ocorréncia das caracteristicas da insuficiéncia cardiaca (%) nos grupos tratados (n= 9) ou nao (n=9)
com DEX. S&o caracteristicas da insuficiéncia cardiaca: taquipneia, derrame pleural, trombo atrial, ascite e
congestao hepatica. Significancia: p <0,05.
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Como o objetivo de investigar os efeitos do tratamento da DEX em animais com EA,
foi feito um levantamento de alguns resultados ja conhecidos pela literatura, como é o caso do
PC. Conforme mostrado na Tabela 1, todos os grupos tiveram aumento de PC semelhante
durante as 24 semanas apos a cirurgia (A=345 + 15g, 361 + 20g, 340 + 14g ¢ 330 £ 17g, para
S, SD, EA e EAD, respectivamente). No entanto, o tratamento com DEX reduziu
significativamente o PC de ratos, quando comparado com seus respectivos controles (-1767%
para SD vs. S e -588% para EAD vs. EA, P<0,001), conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Dados de peso corporal.

S (n=12) SD (n=11-12) EA (n=9) EAD (n=8-13)
(Dg(;lta de PC periodo pré-tratamento /-, (¢ 361 + 20 340 + 14 330 £ 17
Delta de PC periodo pés-tratamento 3+8 50 +2° 8+3 55+ 4*

@)

Delta de peso corporal (PC) pré-tratamento e pés-tratamento com DEX ou salina, em todos 0s grupos: Sham (S),
Sham DEX (SD), Controle de estenose adrtica (EA) e estenose adrtica tratada com DEX (EAD). Os resultados séo
apresentados como média + erro padrdo da média, significancia: * p <0,05, para efeitos de tratamento (vs.
controle), + p <0,05, para efeitos de estenose adrtica (vs. sham).

Pode-se observar na Tabela 2 que a relacdo peso umido/seco do pulméo foi reduzida
apos o tratamento com DEX apenas nos grupos sham (3,998 + 0,168 vs. 4,512 + 0,169, para
SD e S, P=10,020). Os coracdes dos animais EA, independente do tratamento com DEX, foram
mais pesados do que 0s animais sham (+67% para EA vs. S e +59% para EAD vs. SD, P<0,001-
figura 5), assim como o VE (+58%, para EA vs. S e +48%, para EAD vs. SD, P<0,001) e atrios
(+188%, para EA vs. S e +224%, para EAD vs. SD, P<0,001 e P= 0,002 respectivamente). Por
outro lado, o peso do musculo tibial anterior (TA) estava reduzido em animais com EA (-14%,
para EA vs. S, P=0,016 e -17%, para EAD vs. SD, P=0,007). As glandulas adrenais estavam
menores em ambos 0s grupos tratados com DEX, confirmando a eficacia da DEX (-35%, para
SD vs. S e -45%, para EAD vs. EA, P=0,002 e P<0,001 respectivamente). Adicionalmente, o
grupo EA apresentou peso da glandula adrenal 41% maior que seu respectivo controle
(P<0,001). Importante observar que o comprimento do o0sso da tibia foi semelhante entre os

grupos.
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S (n=12) SD (n=11) EA (n=9) EAD (n=9)
Tibia (cm) 4,217 +0,024 4,173+0,045 4,211+ 0,035 4,189+ 0,039
Figado (us) 3,083+ 0,054 2,926 +0,218 2,003 + 0,073 2,975 +0,072
Pulmao (uls) 4512 +0,169 3,098 +0,168" 4,763+ 0,058 4,432 +0,180
Coragdoltibia (g/cm) 0,343 + 0,027 0,308 + 0,010 0,573 + 0,040" 0,491 + 0,047"
VEftibia (glcm) 0,216 + 0,012 0,208 + 0,006 0,341 +0,015* 0,309 + 0,014*
VDltibia (g/cm) 0,087 + 0,013 0,069 + 0,003 0,119 + 0,012 0,093 + 0,015
Atrios/tibia (g/cm) 0,033 + 0,003 0,024 + 0,002 0,095 + 0,018" 0,077 +0,018"
TAtibia (glcm) 0,189 + 0,007 0,174 + 0,006 0,162 + 0,000" 0,144 + 0,008"
Glandula Adrenal/tibia 0,014 + 0,001 0,009 + 0,000° 0,020 + 0,002" 0,011 + 0,001"

(g/cm)

Comprimento do 0sso da tibia, propor¢do de peso Umido/seco do figado (u/s), propor¢do de peso Umido/seco do
pulmédo (u/s), coragdo, ventriculo esquerdo (VE), ventriculo direito (VD), atrios, masculo tibial anterior (TA) e
peso da glandula adrenal (soma de ambas as glandulas adrenais) foram normalizados pelo comprimento do 0sso
da tibia em todos os grupos: Sham (S), Sham DEX (SD), Controle de estenose aértica (EA) e estenose adrtica
tratada com DEX (EAD). Os resultados séo apresentados como média + erro padrdo da média, significancia: * p
<0,05, para efeitos de tratamento (vs. controle), + p <0,05, para efeitos de estenose adrtica (vs. sham).

Figura 5: Imagens representativas do coragdo de um rato Sham (S) e de um rato Estenose Adrtica (EA).

Os resultados dos dados ecocardiograficos estruturais (Tabela 3) mostraram que 0s

animais EA, independente do tratamento com DEX, apresentaram maior espessura da parede

posterior e do septo interventricular, assim como a espessura relativa do VE, massa do VE e

indice de massa do VE, comparados com seus respectivos controles. Além disso, houve
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aumento do atrio esquerdo e AE/AO (grupos EA vs. seus respectivos controles). Ratos com EA
tratados com DEX (EAD) apresentaram valores mais baixos de dados estruturais
ecocardiograficos quando comparados com ratos controle com EA, como -19% na espessura
da parede posterior (P<0,001), -19% no septo interventricular (P<0,001), -17 % na espessura
relativa do VE (P<0,001), -28% na massa do VE (P=0,006), bem como -18% no indice da massa
do VE (P=0,039). Importante notar que o tratamento com DEX, por si sO, ndo alterou os
parametros cardiacos estruturais em ratos sham, conforme observado na Tabela 3. Em relacao
a funcdo cardiaca, os animais EA exibiram uma diminuicdo na VEPP, 0 que sugere uma
diminuicdo na funcéo sistolica do VE e os aumentos de AE, AE/AO, E mitral e aumento de
E/A (mesmo que ndo significativo) sugerem uma disfuncdo diastdlica. Além disso, a
manutencdo da FE demonstra ser um modelo experimental de IC com FE preservada. Quando
0 grupo EA foi tratado com DEX, observam-se 0s mesmos resultados, porém com aumento

significativo da piora do desempenho miocardico (indice tei).
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Tabela 3- Valor da frequéncia cardiaca e dados ecocardiograficos estruturais e
funcionais em todos 0s grupos.

S(n=12) SD (n=11) EA (n=9) EAD (n=9)

FC (bpm) 277+ 15 316+ 17 274%5 280+ 11
DDVE (mm) 8,382 + 0,305 7,812+ 0,179 8,464 + 0,368 8,201 + 0,378
DSVE (mm) 4,368 + 0,339 3,544 + 0,211 4,107 +0,423 3,750 + 0,550
EDPP (mm) 1,313+ 0,009 1,200 + 0,009 2,166 0,102 1,758 +0,045™
EDSIV (mm) 1,314 0,009 1,209 + 0,009 2,166 0,102 1,758 +0,045™
AE (mm) 5,663 + 0,164 5,556 + 0,140 8,144 + 0,404 7,753+ 0471"
AE/AO 1,343+ 0,025 1,340 + 0,024 1,956 + 0,009 1,889 +0,101*
Esp. Rel. VE 0,316 + 0,008 0,332 0,008 0,515 + 0,024" 0,428 + 0,013"
Massa VE (g) 0,785 + 0,058 0,677 0,027 1,601 + 0,183* 1,146 +0,120™
E;Eé) MVE 166740009 1,533+ 0,055 3532 0,332 2,903 + 0,258™
%ENC.ENDO 48,479 2,053 54,914 + 1,918 52,346 + 2,847 56,116 + 4,273
% ENC. MESO 28,780 + 1,348 33,312+ 1,146 30,362 + 1,476 32,850 + 3,008
VEPP (mm/s) 30,899 + 1,666 43,419 + 2,306 32,812 + 1,602" 33,867 +2,720"
FE % 0,856 + 0,018 0,903 + 0,012 0,882 + 0,022 0,896 + 0,029
Tei index 0,484 + 0,020 0,454 + 0,015 0,556 + 0,042 0,561 + 0,042"
E Mitral cm/s) 74,636 + 2,248 68,857 + 1,600 106,778 + 11,289 99,444 + 12,721
AMitral cm/s) 45,545 + 2,538 53,000 + 3,601 49,000 + 8,949 61,333 + 11,438
E/A 1,686 + 0,098 1,369 £ 0,112 3,208 + 0,819 2,795 + 0,965
TRIV (ms) 27,250 + 0,946 24,818 + 1,327 23,222 + 2,165 22,444 + 1,796

Frequéncia Cardiaca (FC), Diametro Diast6lico do Ventriculo Esquerdo (DDVE), Didmetro Sistdlico do
Ventriculo Esquerdo (DSVE), Espessura Diastdlica da Parede Posterior do Ventriculo Esquerdo (EDPP),
Espessura Diastdlica do Septo Interventricular (EDSIV), Diametro do Atrio Esquerdo (AE), Diametro da Aorta
(AO), Espessura Relativa do Ventriculo Esquerdo (ESP. REL. VE), Massa do Ventriculo Esquerdo (MASSA VE),
indice de Massa do Ventriculo Esquerdo (IND. MVE), % de Encurtamento Endocardico (%ENC. ENDO), % de
Encurtamento Mesocardio (%ENC. MESO), Velocidade de Encurtamento da Parede Posterior do Ventriculo
Esquerdo (VEPP), Fracdo de Ejecdo (FE%), indice de Performance Miocardica (TEI INDEX), Onda E do Fluxo
Transmitral (E MITRAL); Onda A do Fluxo Transmitral (A MITRAL); Tempo de Relaxamento Isovolumétrico
do Ventriculo Esquerdo (TRIV), em todos os grupos: sham (S), sham tratado com DEX (SD), estenose adrtica
(EA) e estenose adrtica tratada com DEX (EAD). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da
média, significancia: * p <0,05, para efeitos de tratamento (vs. controle), + p <0,05, para efeitos de estenose adrtica
(vs. sham).

Conforme ilustrado na Figura 6, o perfil inflamatdrio dos animais EA mostrou um
aumento nos niveis de citocinas e marcadores pré e anti-inflamatorios, como a IL1-a (+382%
para EA vs. S, P<0,001), IL1-B (+331% para EA vs. S, P<0,001), IL-4 (+174% para EA vs. S,
P=0,002), IL-6 (+86% para EA vs. S, P<0,001), IL-10 (+280% para EA vs. S, P<0,001), IL-
12p70 (+60% para EA vs. S, P<0,001), IFN-y (+60% para EA vs. S, P=0,007), TGFp (+82%
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para EA vs. S, P<0,001), TNFa (+281% para EA vs. S, P<0,001) e VEGF (+112% para EA vs.
S, P<0,001). Por outro lado, o tratamento com DEX bloqueou o aumento de citocinas e
marcadores pré e anti-inflamatérios. O grupo EAD apresentou valores mais baixos de IL1-a. (-
57% para EAD vs. EA, P=0,002), IL1-B (-70% para EAD vs. EA, P<0,001), IL-4 (-45% para
EAD vs. EA P=0,028), IL-6 (-50% para EAD vs. EA, P<0,001), IL-10 (-41% para EAD vs. EA,
P=0,037), IL-12 ( -25% para EAD vs. EA, P=0,021), IFN-y (-49% para EAD vs. EA, P<0,001),
TGFp (-33% para EAD vs. EA, P<0,001), TNFa ( -61% para EAD vs. EA, P<0,001) e VEGF
(-54% para EAD vs. EA, P<0,001).
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Figura 6: Analise proteica de citocinas e marcadores inflamatérios no tecido cardiaco: interleucina 1a (IL1-a),
interleucina 1 p (IL1-B), interleucina 4 (IL-4), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), interleucina 12 (IL-
12), interferon gama (IFN-y), fator transformador de crescimento B (TGFp), fator de necrose tumoral o (TNFa) e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em todos os grupos: Sham (S, n=10), Sham DEX (SD, n=10),
estenose aortica (EA, n=9) e estenose adrtica tratada com DEX (EAD, n=9). Os resultados sdo apresentados como
média + erro padrdo da média, significancia: * p <0,05, para efeitos de tratamento (vs. controle), + p <0,05, para
efeitos de estenose aortica (vs. sham).
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A Figura 7, no painel superior, ilustra um corte longitudinal do coragéo de um rato de
cada grupo corado com HE. O painel inferior da Figura 7 mostra que o diametro dos midcitos
foi maior em animais com EA (+15% para EA vs. S, P<0,001 e +12% para EAD vs. SD,
P=0,006) e o tratamento com DEX nao foi capaz de atenuar esse aumento. 1sso se deve ao fato
que o clipe de prata ainda estava presente em volta da aorta.
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Figura 7: Painel superior: imagens representativas de cortes longitudinais do ventriculo esquerdo, corados com
hematoxilina e eosina (HE). A largura dos midcitos esta demonstrada pela linha preta. Barra: 50 um / aumento de
400x. Painel inferior: Analise do didmetro dos midcitos (um) em todos os grupos analisados: sham (S, n=12),
sham DEX (SD, n=12), controle da estenose adrtica (EA, n=9) e estenose aortica tratada com DEX (EAD, n=8).
Os resultados sdo apresentados como média * erro padrdo da média, significancia: * p <0,05, para efeitos de
tratamento (vs. controle), + p <0,05, para efeitos de estenose aortica (vs. sham).
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Na Figura 8, o painel superior, ilustra um corte transversal do coragdo de um rato de
cada grupo corado com HE, enquanto que o painel inferior monstra que ndo houve diferenca

significativa na densidade capilar no VE entre 0s grupos.
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Figura 8: Painel superior: imagens representativas de cortes transversais do ventriculo esquerdo corados com
hematoxilina e eosina (HE) mostrando os capilares indicados pela seta preta. Barra: 50 um / aumento de 400x.
Painel inferior: Andlise de densidade capilar no ventriculo esquerdo (n/mm?) em todos os grupos analisados: sham
(S, n=12), sham DEX (SD, n=12), controle da estenose adrtica (EA, n=9) e estenose adrtica tratada com DEX
(EAD, n=8). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média, significancia: * p <0,05, para
efeitos de tratamento (vs. controle), + p <0,05, para efeitos de estenose adrtica (vs. sham).
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Na Figura 9, no painel superior, hd uma ilustracdo de um corte longitudinal do corag&o
de um rato de cada grupo corado com Picrosirius Red, enquanto que o painel inferior monstra
que os animais com EA apresentaram aumento na deposicéo de colageno e o tratamento com
DEX atenuou esse aumento (+70% para EA vs. S, P<0,001; +68% para EAD vs. SD, P=0,004
e - 23% para EAD vs. EA, P =0,031), como observado na Figura 9.
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Figura 9: Painel superior: imagens representativas de cortes longitudinais do ventriculo esquerdo, corados com
Picrosirius Red, mostrando a deposicdo de colageno, em que as fibras coldgenas podem ser vistas em vermelho e
a musculatura cardiaca em amarelo. Barra: 100 um / aumento de 200x. Painel inferior: Resultados densitométricos
da area de deposicgdo de colageno no ventriculo esquerdo (um?) e % da area de colageno em todos 0s grupos
analisados: sham (S, n=12), sham DEX (SD, n=12), controle da estenose aértica (EA, n=9) e estenose adrtica
tratada com DEX (EAD, n=8). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média, significancia:
* p <0,05, para efeitos de tratamento (vs. controle), + p <0,05, para efeitos de estenose adrtica (vs. sham).
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5.2. Resultados do Protocolo 2

Conforme j& demonstrado anteriormente, os animais com EA apresentam maior mortalidade
e menor tolerancia ao esfor¢o. Em se tratando dos sinais de IC apresentados nos animais com EA,
in vivo foram observados comportamento apatico, pélo alterado e taquipneia e post-mortem
foram observados: presenca de derrame pleural, de trombos atriais, ascite e congestao hepatica.
O grupo EA tratado com ramipril apresentou 0 mesmo resultado para taquipneia quando
comparado ao grupo ndo tratado, enquanto que a ocorréncia de derrame pleural, trombo atrial
e ascite foram maiores com o tratamento. Porém, a congestdo hepética apresenta uma leve

reducao nas ocorréncias apos o tratamento (Figura 10).
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Figura 10: Ocorréncia das caracteristicas da insuficiéncia cardiaca (%) nos grupos tratados (h= 9) ou ndo (n=8)
com ramipril. Sdo caracteristicas da insuficiéncia cardiaca: taquipneia, derrame pleural, trombo atrial, ascite e
congestdo hepatica. Significancia: p <0,05.

Com relagéo aos dados de PC, houve um aumento do PC ao longo da evolugdo da doenca
em todos 0s grupos (A=345 + 53g, 340 £ 429 e 324 + 45¢, para S, EA e EAR, respectivamente) e
o tratamento com ramipril ndo promoveu nenhuma alteracdo significativa no PC durante o

tratamento (A=3 + 28g, -8 £ 8g e -16 + 11g, para S, EA e EAR, respectivamente), conforme

mostrado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Dados de peso corporal.

Variavel Grupo Média DP Min Méx 1Q Md 3Q H gl p-valor
Delta PC Preé- S 345,08 52,67 219,00 427,00 324,00 353,00 372,00 1655 2 0,437
tratamento

EA 339,67 42,35 298,00 428,00 311,50 323,00 372,00
EAR 323,78 45,05 249,00 394,00 295,50 311,00 364,50

Delta PC Pos- s 267 2779  -1900 8300  -13,50 450 400 4099 2 0129
tratamento EA 789 812  -17,00 700 -15,00 -9,00 -1,00
EAR  -1613 1088  -3200  -300  -27,00  -16,00 -5,00

Grupo, média, desvio padrdo (DP), minino (Min), maximo (méax), primeiro quartil (1Q), mediana (Md), terceiro
quartil (3Q), H de Kruskal-Wallis (H), graus de liberdade (gl) e valor de p (p-valor), para as variaveis de delta de
peso corporal (PC) pré-tratamento e pds-tratamento com ramipril ou salina, em todos os grupos: Sham (S, n=12),
estenose adrtica (EA, n=9) e estenose adrtica tratado com ramipril (EAR, n=9). Significancia: p <0,05.

Os dados morfoldgicos demonstram uma reducdo da relacdo peso Umido/seco do pulmao
nos animais EAR (4,17 £0,50 vs. 4,76 £ 0,17, para EAR e EA, P=0,022). Houve uma hipertrofia
do coracdo nos animais que passaram pela cirurgia de estenose aortica (+67% para EA vs. S,
P=0,002 e +59% para EAR vs. S, P=0,005), bem como € possivel observar um aumento do VE
(+58% para EA vs. S, P=0,001 e +54% para EAR vs. S, P=0,002) e nos atrios (+188% para EA
vs. S, P=0,001 e +233% para EAR vs. S, P=0,004). O peso do TA se comportou de forma
diferente, com reducdo do seu peso nos animais EAR (-21% para EAR vs. S, P=0,001). As
glandulas adrenais foram maiores nos animais com EA (+41% para EA vs. S, P=0,041).

Importante observar que o comprimento do o0sso da tibia foi semelhante entre os grupos.
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Tabela 5 - Dados morfoldgicos.

Variavel Grupo Média DP Min Méx 1Q Md 3Q H gl p-valor  Pairwise
Tibia S 4,22 0,08 4,10 4,40 4,20 4,20 4,28 0,194 2 0,908
(cm) EA 421 0,11 4,10 4,40 4,10 4,20 4,30
EAR 4,19 0,08 4,00 4,30 4,20 4,20 4,20
Figado S 3,08 0,19 2,84 3,58 3,00 3,04 3,15 2,834 2 0,242
(uls) EA 2,90 0,22 2,47 3,12 2,77 2,99 3,09
EAR 3,06 0,32 2,70 170,50 200,25 0,00 0,00
Pulméo (uls) S 451 0,59 3,53 5,47 4,04 4,55 4,97 7,194 2 0,027 EA>EAR
EA 4,76 0,17 4,53 5,00 4,61 4,77 4,95 (p=0,022)
EAR 4,17 0,50 3,33 5,05 3,83 4,20 4,37
Coraciol S 0,34 0,09 0,26 0,61 0,29 0,32 0,37 15,558 2 0,000 EA>S
orag EA 0,57 0,12 0,46 0,86 0,49 0,56 0,60 (p=0,002)
Tibia
EAR>S
(g/cm) (p=0,005)
EAR 0,54 0,14 0,38 0,79 0,41 0,55 0,63 '
VE/ S 0,22 0,04 0,17 0,32 0,19 0,21 0,23 18,103 2 0,000 EA>S
o EA 0,34 0,05 0,28 0,44 0,31 0,34 0,36 (p=0,001)
Tibia
EAR>S
(g/cm) (p=0,002)
EAR 0,34 0,05 0,28 0,42 0,30 0,34 0,40 '
VvD/ S 0,09 0,04 0,05 0,21 0,06 0,07 0,10 5,309 2 0,070
Tibia EA 0,12 0,04 0,07 0,18 0,09 0,11 0,15
(g/cm)
EAR 0,10 0,04 0,06 0,15 0,06 0,11 0,13
Atrios/ S 0,03 0,01 0,02 0,07 0,03 0,03 0,04 15,919 2 0,000 EA>S
Tibi EA 0,09 0,05 0,04 0,22 0,06 0,08 0,11 (p=0,001)
ibia
EAR>S
(g/cm) (p=0,004)
EAR 0,10 0,06 0,03 0,17 0,04 0,10 0,16 '
TA/ S 0,19 0,02 0,14 0,22 0,17 0,19 0,21 12,936 2 0,002 SSEAR
Tibia EA 0,16 0,03 0,10 0,20 0,16 0,16 0,17 _
(p=0,001)
(g/cm)
EAR 0,15 0,01 0,13 0,17 0,14 0,15 0,16
Adrenais/ S 0,01 0,00 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 6,161 2 0,046 EASS
Tibia EA 0,02 0,01 0,01 0,03 0,02 0,02 0,02 _
(p=0,041)
(g/cm)
EAR 0,02 0,00 0,01 0,02 0,01 0,02 0,02

Grupo, média, desvio padrdo (DP), minino (Min), maximo (max), primeiro quartil (1Q), mediana (Md), terceiro
quartil (3Q), H de Kruskal-Wallis (H), graus de liberdade (gl), valor de p (p-valor) e pairwise, com correcéo de
Bonferroni, para as variaveis: comprimento do osso da tibia, propor¢do de peso Umido/seco do figado (u/s),
proporcao de peso imido/seco do pulméo (u/s), coracdo, ventriculo esquerdo (VE), ventriculo direito (VD), étrios,
musculo tibial anterior (TA) e peso da glandula adrenal (soma de ambas as glandulas adrenais) que foram
normalizadas pelo comprimento do osso da tibia, em todos os grupos: Sham (S, n=12), estenose adrtica (EA, n=9)
e estenose adrtica tratado com ramipril (EAR, n=8). Significancia: p <0,05.

Com relacdo aos dados estruturais do coragdo segundo o ecocardiograma, é possivel
observar que 0s animais com estenose adrtica, independente do tratamento, apresentaram um
aumento da variavel EDPP e EDSIV (66% para EA vs. S, P=0,001 e 70% para EAR vs. S,
P<0,001), da variavel AE (44% para EA vs. S, P=0,001 e 47% para EAR vs. S, P=0,002),
AE/AOQ (46% para EA vs. S, P=0,001 e 53% para EAR vs. S, P=0,001), ESP REL VE (59%
para EA vs. S, P=0,002 e 81% para EAR vs. S, P<0,001), massa VE (105% para EA vs. S,
P>0,001e 86% para EAR vs. S, P=0,003) e ind MVE (111% para EA vs. S, P=0,001e 104%
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para EAR vs. S, P=0,001). A varidvel VEPP, que esté relacionada a funcéo cardiaca, teve uma

reducdo nos animais com estenose, independente do tratamento, de -18% (EA vs. S, P=0,044)

e -26% (EAR vs. S, P=0,002), enquanto a variavel TRIV teve uma reducdo apenas no grupo
EAR de -22% (EAR vs. S, P=0,043), apesar disso os aumentos de AE, AE/AO, E mitral (ndo
significativo) e aumento de E/A (néo significativo) sugerem uma disfuncdo diastélica. Com a

manutencdo dos valores da FE, assim como no protocolo 1, o modelo experimental de IC deste

estudo pode se caracterizado como um modelo de IC com FE preservada.

Tabela 6- VValor da frequéncia cardiaca e dados ecocardiogréaficos estruturais e funcionais.

Variavel Grupo Média DP Min Max 1Q Md 3Q H gl p-valor Pairwise
FC S 27725 5302 219,00 390,00 23550 271,00 297,00 0812 2 0,666
(bpm) EA 27367 1465 25400 29500 257,00 27500 285,00
EAR 262,00 3689 19800 31200 24600 25400 299,50
S 8,38 106 7,64 11,58 7,79 8,14 8,47 2684 2 0261
DDVE EA 8,46 110 701 10,04 7,74 8,01 9,75
(mm)
EAR 778 083 681 9,17 7,01 7,68 8,51
DSVE S 4,37 117 3,32 7,72 3,61 417 4,66 0749 2 0688
(mm) EA 411 127 291 635 3,06 353 5,25
EAR 4,04 173 2,08 6,23 2,30 3,76 5,96
S 1,31 003 1,25 1,37 1,29 1,31 1,33 20,629 2 0000 EA>S
EDPP (p=0,001)
EA 217 031 1,62 241 1,86 2,32 2,39 EAR>S
(mm) (p<0,001)
EAR 223 024 1,89 249 1,97 2,33 2,46 :
S 1,31 003 1,25 1,37 1,29 1,32 1,33 20665 2 0000 EA>S
EDSIV (p=0,001)
EA 217 031 1,62 241 1,86 2,32 2,39 EAR>S
(mm)
(p<0,001)
EAR 223 024 189 17050 200,25 0,00 0,00
S 5,66 057 511 7,01 5,20 547 5,93 17226 2 0000 EA>S
AE (p=0,001)
(mm) EA 8,14 121 584 9,42 7,12 8,54 9,09 EAR>S
(p=0,002)
EAR 8,33 193 584 10,73 6,47 7,88 10,41
S 1,34 009 1,22 1,52 1,27 1,34 1,41 18155 2 0000 EA>S
(p=0,001)
AE/AO EA 1,96 030 1,39 2,29 1,70 2,03 2,17 EAR>S
=0,001
EAR 205 046 146 268 1,59 1,98 2,51 P )
S 0,32 003 0,23 0,34 0,31 0,32 0,33 21341 2 0000 EAS
Esp. (p=0,002)
rel. EA 0,51 007 0,40 0,61 0,46 0,50 0,58 EAR>S
VE <0,001
EAR 0,58 004 052 0,64 0,54 0,56 0,63 P )
S 0,78 020 064 1,39 0,66 0,74 0,80 18238 2 0000 EA>S
Massa VE (p>0,001)
© EA 1,60 055 0,95 2,36 1,00 1,61 2,17 EAR>S
(p=0,003)
EAR 145 042 0,92 2,00 1,00 1,54 1,81
S 1,67 034 1,39 2,67 1,48 1,58 173 18835 2 0000 EA>S
ind.MVE (p=0,001)
nd. EA 3,53 100 2,26 5,09 2,54 3,43 4,50 EAR>S
(o/ka) (p=0,001)
EAR 3,40 086 2,02 4,51 2,68 3,52 4,23
%enc. S 48,48 711 3333 59,41 43,32 49,00 53,03 0880 2 0644
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endo EA 52,35 8,54 36,75 62,31 4591 54,51 59,17
EAR 49,25 18,20 21,67 69,81 31,94 50,86 67,27
S 28,78 467 18,05 34,06 25,37 29,59 32,85 0,469 2 0,791
z‘eesgc' EA 30,36 443 2233 37,08 27,66 30,68 33,91
EAR 26,71 11,75 9,63 41,44 15,49 27,35 38,55
S 39,90 577 3243 51,56 35,74 39,92 44,07 12,903 2 0,002 S>EA
VEPP (p=0,044)
(mm/s) EA 32,81 508 2295 39,37 29,39 34,13 36,74 S>EAR
(p=0,002)
EAR 29,53 515 2258 36,73 25,03 29,48 34,87
FE% S 0,86 0,06 0,70 0,93 0,82 0,87 0,90 0,880 2 0,644
EA 0,88 0,07 0,75 0,95 0,84 0,91 0,93
EAR 0,82 0,17 0,52 0,97 0,68 0,87 0,96
S 0,48 0,07 0,42 0,61 0,43 0,46 0,54 1,840 2 0,398
TEI index EA 0,56 0,13 0,40 0,74 0,44 0,57 0,67
EAR 0,50 0,05 0,43 0,57 0,45 0,52 0,54
. S 74,64 7,79 59,00 84,00 68,00 75,00 82,00 3,950 2 0,139
E mitral
EA 106,78 33,87 69,00 148,00 74,00 98,00 141,00
EAR 93,88 34,48 54,00 138,00 65,00 83,00 133,75
S 45,55 879 36,00 68,00 40,00 43,00 51,00 1,959 2 0,376
A mitral EA 49,00 26,85 21,00 89,00 25,50 42,00 77,00
EAR 36,38 21,63 16,00 68,00 18,25 26,50 59,25
EiA S 1,69 0,34 1,15 2,28 1,34 1,76 1,88 1,113 2 0,573
EA 3,30 2,46 0,78 6,67 0,97 233 5,69
EAR 398 3,00 0,95 8,63 0,99 3,67 6,56
S 27,25 328 22,00 33,00 24,50 26,00 30,00 6,403 2 0,041
TRIV S>EAR
(ms) EA 23,22 6,50 15,00 33,00 16,50 22,00 29,00 (p=0,043)
EAR 21,13 445 15,00 26,00 18,00 20,00 26,00

Grupo, média, desvio padrdo (DP), minino (Min), maximo (max), primeiro quartil (1Q), mediana (Md), terceiro
quartil (3Q), H de Kruskal-Wallis (H), graus de liberdade (gl), valor de p (p-valor) e pairwise, com corre¢do de
Bonferroni, para as varidveis: Frequéncia Cardiaca (FC), Diametro Diastélico do Ventriculo Esquerdo (DDVE),
Diametro Sistélico do Ventriculo Esquerdo (DSVE), Espessura Diastélica da Parede Posterior do Ventriculo
Esquerdo (EDPP), Espessura Diastlica do Septo Interventricular (EDSIV), Diametro do Atrio Esquerdo (AE),
Didmetro da Aorta (AO), Espessura Relativa do Ventriculo Esquerdo (ESP. REL. VE), Massa do Ventriculo
Esquerdo (MASSA VE), indice de Massa do Ventriculo Esquerdo (IND. MVE), % de Encurtamento Endocérdico
(%ENC. ENDO), % de Encurtamento Mesocardio (YENC. MESO), Velocidade de Encurtamento da Parede
Posterior do Ventriculo Esquerdo (VEPP), Fracdo de Ejecdo (FE%), indice de Performance Miocérdica (TEI
INDEX), Onda E do Fluxo Transmitral (E MITRAL); Onda A do Fluxo Transmitral (A MITRAL); Tempo de
Relaxamento Isovolumétrico do Ventriculo Esquerdo (TRIV), em todos os grupos: Sham (S, n=12), estenose
adrtica (EA, n=9) e estenose aortica tratado com ramipril (EAR, n=8). Significancia: p <0,05.
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Na Figura 11 pode-se observar que as citocinas e marcadores inflamatorios no tecido
cardiaco dos animais EA estavam aumentadas quando comparadas as dos animais controles,
como a IL-6 (+86% para EA vs. S, P=0,004), 1L-12p70 (+60% para EA vs. S, P=0,044), TGFf
(+82% para EA vs. S, P=0,001), TNFa (+281% para EA vs. S, P=0,015) e VEGF (+112% para
EA vs. S, P=0,010).
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Figura 11: Analise proteica de citocinas e marcadores inflamatdrios no tecido cardiaco: interleucina 1a (IL1-a),
interleucina 1 B (IL1-B), interleucina 4 (IL-4), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), interleucina 12 (IL-
12), interferon gama (IFN-y), fator transformador de crescimento B (TGFp), fator de necrose tumoral o (TNFa) e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em todos os grupos: Sham (S, n=10), estenose adrtica (EA, n=9)
e estenose adrtica tratada com ramipril (EAR, n=8). Os resultados sdo apresentados como mediana, do minimo ao
méaximo, significancia: * p <0,05, para efeitos de tratamento (vs. controle), + p <0,05, para efeitos de estenose
adrtica (vs. sham).
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Na Figura 12, estd ilustrado no painel superior, um corte longitudinal do coragdo de um
rato de cada grupo corado com HE, enquanto que o painel inferior monstra o resultado da
anélise do didmetro de midcitos. Pode-se observar um aumento no tamanho dos miocitos nos
animais com EA, independente do tratamento com ramipril (+15% para EA vs. S, P=0,001 e
+14% para EAR vs. S, P=0,002).
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Figura 12: Painel superior: imagens representativas de cortes longitudinais do ventriculo esquerdo, corados com
hematoxilina e eosina (HE). A largura dos midcitos esta demonstrada pela linha preta. Barra: 50 um / aumento de
400x. Painel inferior: Anélise do didmetro dos midcitos (um) em todos os grupos analisados: sham (S, n=12),
estenose aortica (EA, n=9) e estenose adrtica tratada com ramipril (EAR, n=8). Os resultados sdo apresentados
como mediana, do minimo ao maximo, significancia: * p <0,05, para efeitos de tratamento (vs. controle), + p
<0,05, para efeitos de estenose aortica (vs. sham).
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No painel superior da Figura 13, um corte transversal do coragdo de um rato de cada
grupo corado com HE esté ilustrado, enquanto que no painel inferior esta demonstrado os
resultados de densidade capilar que ndo foram alterados pela cirurgia de estenose aortica, bem
como pelo tratamento com ramipril.
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Figura 13: Painel superior: imagens representativas de cortes transversais do ventriculo esquerdo corados com
hematoxilina e eosina (HE) mostrando os capilares indicados pela seta preta. Barra: 50 pm / aumento de 400x.
Painel inferior: Analise de densidade capilar no ventriculo esquerdo (n/mmz2) em todos 0s grupos analisados: sham
(S, n=12), estenose aortica (EA, n=9) e estenose aortica tratada com ramipril (EAR, n=8). Os resultados sdo
apresentados como mediana, do minimo ao maximo, significncia: * p <0,05, para efeitos de tratamento (vs.
controle), + p <0,05, para efeitos de estenose aortica (vs. Sham).
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No painel superior da Figura 14, ha uma ilustracdo de um corte longitudinal do coracéo
de um rato de cada grupo corado com Picrosirius Red, enquanto que o painel inferior monstra
que os animais com EA apresentaram aumento na deposicéo de colageno quando comparado
com o0s animais sham (+70% para EA vs. S, P=0,008). E apesar de haver uma atenuacdo da

deposicao de colageno no tratamento com ramipril, ndo foi significativo.
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Figura 14: Painel superior: imagens representativas de cortes longitudinais do ventriculo esquerdo, corados com
Picrosirius Red, mostrando a deposigdo de colageno, em que as fibras colagenas podem ser vistas em vermelho e
a musculatura cardiaca em amarelo. Barra: 100 um / aumento de 200x. Painel inferior: Resultados densitométricos
da area de deposigdo de colageno no ventriculo esquerdo (um2) e % da area de coldgeno em todos os grupos
analisados: sham (S, n=12), estenose adrtica (EA, n=9) e estenose aortica tratada com ramipril (EAR, n=8). Os
resultados sdo apresentados como mediana, do minimo ao maximo, significancia: * p <0,05, para efeitos de
tratamento (vs. controle), + p <0,05, para efeitos de estenose adrtica (vs. Sham).
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6. DISCUSSAO

A hipdtese inicial desse trabalho foi que farmacos que atuam no perfil inflamatorio
poderiam causar um efeito cardioprotetor diante da resposta inflamatdria miocardica de ratos
com IC, melhorando estrutura cardiaca, diminuindo deposicdo de coldgeno e aumentando
angiogénese, resultando em uma melhora da funcdo cardiaca. No entanto, 0s principais
resultados desse trabalho foram que o tratamento com a DEX melhora o remodelamento
cardiaco por atenuar hipertrofia cardiaca e deposicdo de colageno, os quais ndo foram
suficientes para melhorar a funcéo cardiaca. E esses resultados estdo associados com a reducgéo
do perfil inflamatdrio cardiaco de animais com IC. Em contrapartida, o tratamento com ramipril
ndo promoveu melhoras nem no remodelamento nem na funcdo cardiaca, apesar de ter
determinado reducdes no perfil inflamatorio cardiaco dos animais.

A IC é uma sindrome definida como uma anormalidade na estrutura cardiaca e/ou na
funcdo cardiaca (MCDONAGH et al., 2021), que apresenta altas taxas de mortalidade, altas
taxas de hopistalizacfes e sintomas limitantes, como retencao de liquidos, falta de ar, fadiga e
intolerancia ao esforco, os quais levam a uma baixa qualidade de vida (HEART FAILURE
SOCIETY OF AMERICA et al., 2010). A EA, além de fazer parte do grupo das etiologias da
IC clinica, ¢ um modelo experimental de IC, pois determina caracteristicas que se assemelham
com o que é observado na IC. Uma dessas caracteristicas é a alta taxa de mortalidade, como
observada no presente estudo. Os animais que passaram pela cirurgia de EA apresentaram uma
taxa de mortalidade significativamente maior que os animais que passaram pela cirurgia ficticia.
Uma segunda caracterista é a apresentacao de sintomas limitantes, dentre eles a intolerancia ao
esforgo, que também foi observada neste estudo, uma vez que os animais com EA percorreram
uma menor distdncia na esteira durante o teste de capacidade fisica maxima, quando
comparados aos animais sham. Esse resultado de intolerancia ao esforco concorda com o0s
achados de De Souza e colaboradores (2020). Séo sintomas limitantes observados também
nesse modelo experimental e no presente estudo, a taquipneia, ascite, derrame pleural, trombos
atriais e congestdo hepatica. A congestdo apresentada por esses animais pode ser uma possivel
explicacdo para a manutencdo do PC, como também observada por outros estudos (OKOSHI
etal., 2004; MENDES et al., 2013; SILVEIRA et al., 2017; DE SOUZA et al., 2020; MAZETO
et al., 2021), uma vez que houve atrofia na musculatura esquelética. Além desses sinais de IC,

esse modelo experimental de estenose adrtica € muito utlizado por apresentar uma hipertrofia
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cardiaca gradual com a evolucdo da doenca (RIBEIRO et al., 2003; SANT'ANA et al., 2018;
DE SOUZA et al., 2020; BREGAGNOLLO et al., 2005).

A hipertrofia cardiaca observada nesse modelo experimental ocorre devido a sobrecarga
de pressdo imposta pela estenose aortica, ou seja, 0 coracdo ajusta sua estrutura como
mecanismo adaptativo frente ao aumento da p6s-carga. Essa adaptacéo estrutural é chamada de
remodelamento cardiaco e inclui mudancas no tamanho, forma e func¢éo do cora¢do (LITWIN
etal., 1995; RIBEIRO et al., 2003; OKOSHI et al., 2004; MENDES et al., 2010; MENDES ET
AL., 2013; SILVEIRA et al., 2017; BAKAEEN et al., 2017; SANT'ANA et al., 2018; DE
SOUZA et al., 2020). O presente estudo mostra que 0s animais com EA apresentaram um
aumento no peso do coracdo, do VE e dos atrios na balanca, os quais concordaram com 0s
resultados observados no ecocardiograma, entre eles, aumento da EDPP, EDSIV, AE, AE/AQO,
ESP. REL. VE; massa VE e IND. MVE. Além disso, as analises histoldgicas confirmaram os
resultados hipertrofia cardiaca observados no presente estudo, uma vez que o didmetro dos
midcitos do grupo EA estava maior que os dos animais sham, como ja observado na literatura
(LITWIN et al., 1995; RIBEIRO et al., 2003; OKOSHI et al., 2004; MENDES et al., 2010;
MENDES ET AL., 2013; SILVEIRA et al., 2017; BAKAEEN et al., 2017; SANT'ANA et al.,
2018; DE SOUZA et al., 2020).

Um fator bastante importante € a classificacdo da IC quanto a FE pois essa é uma
classificacdo que corresponde ao funcionamento cardiaco. A 1C pode ser classificada como: 1/
FE preservada, que € um quadro onde ha presenca de sinais e sintomas, porém a FE é >50%; 2/
FE levemente reduzida, caracterizada pela presenca de sinais e sintomas com uma FE entre 41-
49% e 3/ FE reduzida, na qual pode-se observar sinais e sintomas com FE <40%. No presente
estudo, os animais com EA ndo apresentaram alteracGes significativas na FE, o que caracteriza
um modelo experimental de IC com FE preservada, porém a EA piorou a funcao cardiaca desses
animais, evidenciada pela reducdo da VEPP, o que indica uma reducéo da funcao sistolica. Os
aumentos de AE, AE/AO, E mitral e aumento de E/A (mesmo que néo significativo) sugerem
uma também disfuncéo diastélica. Além disso, o indice Tei foi maior nos grupos EA, o que
pode indicar uma piora do desempenho miocardico. Esses dados concordam com os resultados
de disfuncgdo cardiaca encontrados no mesmo modelo em outros estudos (LITWIN et al., 1995;
RIBEIRO et al., 2003; MENDES et a., 2010; SILVEIRA et al., 2017; SANT’ANA et al., 2018;
MOTA et al., 2020; SOUZA et al., 2020).

Existem varios mecanismos que estdo envolvidos no desenvolvimento e na evolucao da
IC, uma vez que a progressdo da doenca esta diretamente associada com a progressao do

remodelamento cardiaco. Um desses mecanismos é a inflamagé&o cardiaca (PALANIYANDI et
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al., 2011; DE SOUZA et al., 2020). A inflamacéo cardiaca é iniciada ap6s um insulto cardiaco,
que induz hipertrofia cardiaca, apoptose, degradacdo de proteinas da matriz e deposic¢éo de
colageno, que podem contribuir para diminuir a funcéo cardiaca (HANNA et al., 2020). O grupo
EA do presente estudo apresentou aumento dos niveis de citocinas e marcadores inflamatorios
cardiacos, como IL1-a, IL1-B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, IFN-y, TGFB, TNFa e VEGF, 0 que
concorda com estudos anteriores (NERI SERNERIet al., 2004; PALANIYANDI et al., 2011,
WESTERMANN et al., 2011; KUMAR et al., 2019; DE SOUZA et a., 2020; MIAO et al.,
2020). Isto acontece pois apoOs lesdo miocardica sdo liberados marcadores e citocinas
inflamatdrias com o objetivo de reparagio e adaptacio tecidual (SUTHAHAR et al., 2017). E
durante esse processo de reparacdo e adaptacdo tecidual que ocorre a hipertrofia cardiaca, na
qual alguns marcadores podem influenciar diretamente no aumento da massa cardiaca, como é
0 caso do TNFa que, pela ligacdo ao receptor TNF 1 (TNFR1), induz hipertrofia cardiaca
(MIAO et al., 2020). Outro estudo mostra que a ativacdo da proteina quinase ativada por
mitdgeno (MAPK) e Proteina quinase Il dependente de Ca?'/calmodulina (CaMKII) -
transdutores e ativadores de sinal das vias de sinalizacdo de transcri¢cdo 3 (STAT3) por IL-6
também induzem hipertrofia cardiaca ap6s um insulto cardiaco (KUMAR et al., 2019). E
importante ressaltar que algumas citocinas também podem estimular a secre¢do de outras
citocinas e marcadores inflamatorios, como por exemplo a IL-1, que estimula a secrecéo de IL-
6 (SZABO-FRESNAIS et al., 2010).

Além da inflamacéo estar envolvida no processo de hipertrofia cardiaca, a inflamacao
estd intimamente associada com a deposi¢do de colageno no coracdo apdés um sofrimento
cardiaco (HWANG et al., 2001; HUO et al., 2021). Citocinas e marcadores inflamat6rios como
TNF-a e IL-1, sdo capazes de ativar metaloproteinases (MMP) que sdo responsaveis pela
degradacdo e sintese de colageno (LI et al., 2000; NIAN et al., 2004). Os resultados de
histologia do coracdo no presente estudo demonstraram que 0s animais com EA apresentaram
maior deposi¢do de coldgeno quando comparados aos animais sham. Apesar dessas alteracdos
observadas no coragdo de animais com EA, ndo houve nenhuma alteracdo na angiogénese
miocardica, uma vez que a densidade capilar foi semelhante entre os grupos.

Normalmente, as alteracdes cardiacas podem determinar sinais e sintomas nos animais.
O presente estudo mostrou que o tratamento com a DEX atenuou a taquipneia, ascite e
congestdo hepatica exceto a presencga de trombos atriais, indicando uma melhora nos sinais de
IC com o tratamento com a DEX. Apesar da atenuacdo de alguns dos sinais de IC, o tratamento
com a DEX reduziu o PC dos animais, independente da cirurgia de EA, e esse é um dos efeitos
deletérios vistos com o tratamento da DEX (BAREL et al., 2010; DIONISIO et al., 2014;
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MACEDO et al., 2014; KRUG et al., 2016; HERRERA et al., 2016; CONSTANTINO et al.,
2017; DUCHATSCH et al., 2021).

Com relacédo aos dados do peso das estruturas cardiacas, o tratamento com a DEX nao
promoveu alteracdes nem no grupo sham nem no grupo com EA, contudo os resultados do
ecocardiograma mostraram que o tratamento com DEX atenuou 0 aumento das variaveis EDPP,
EDSIV, ESP.REL.VE, Massa VE e IND.MVE induzidos pela cirurgia de EA. Esses resultados
indicam uma atenuacdo da hipertrofia cardiaca observada nos animais com EA. O efeito do
tratamento da DEX no remodelamento cardiaco é conflitante, e pode depender da dose, tempo
de tratamento e do modelo experimental utilizado, ou seja, em animais normotensos a DEX,
em altas doses, pode promover hipertrofia cardiaca (MUANGMINGSUK et al., 2000; DODIC
et al., 2001; DE et al., 2011; DE SALVI GUIMARAES et al., 2017), no entanto, em baixas
doses estes efeitos ndo sdo observados (DUCHATSCH et al., 2021). Em ratos SHR, o
tratamento com DEX, em baixas doses e por um periodo cronico, ndo promoveu alteracdes
adicionais na hipertrofia cardiaca além daquelas ja observadas em animais hipertensos
(DUCHATSCH et al., 2021). A atenuacdo da hipertrofia cardiaca, observada no presente estudo
pela técnica do ecocardiograma, ndao foi acompanhada de atenuacdo do aumento do diametro
de midcitos e possivelmente esta resposta se deve a manutengdo do clipe em torno da aorta.
Para vencer a pos carga aumentada, pela acdo do clip de prata, é necessario aumento de forca
cardiaca, para a manutencao de perfusdo adequada para os tecidos. Portanto, a atenuacdo das
espessuras do coracdo pode estar relacionada a diminui¢do de outros componentes presentes no
miocardio, como as proteinas colageno e elastina.

Adicionalmente, a atenuacdo da hipertrofia cardiaca ndo refletiu em melhora da funcédo
cardiaca, uma vez que a disfuncdo cardiaca observada nos animais EA estava presente também
nos animais tratados com a DEX, o que difere do que foi observado no estudo de Duchatsch e
colaboradores (2021), uma vez que o tratamento com a DEX, demonstrou melhorar a fungédo
diastélica em animais SHR. E importante salientar, que apesar do presente estudo demonstrar
que o tratamento com a DEX ndo melhorou funcao cardiaca em animais com IC, o tratamento
também ndo promoveu disfuncédo cardiaca adicional como visto em outros estudos (DODIC et
al., 2001; DE SALVI GUIMARAES et al., 2017).

Com o objetivo de avaliar os possiveis mecanismos responsaveis pela hipertrofia
cardiaca, o presente estudo analisou a quantidade proteica de citocinas e marcadores
inflamatorios no miocardio de animais com estenose adrtica tratados com DEX. Pode-se
observer que o tratamento com a DEX resultou em uma reducgéo da producgéo de citocinas e

marcadores tanto anti-inflamatorios quanto pro-inflamatorios no coracdo de animais com EA,
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sem alteracdo nos animais sham. Assim, pode-se sugerir que o aumento do perfil inflamatério
no miocérdio, principalmente ap6s um insulto cardiaco, tenha participagdo importante na
hipertrofia cardiaca (SZABO-FRESNAIS et al., 2010; KUMAR et al., 2019; MIAO et al.,
2020). Da mesma forma, o bloqueio do aumento de citocinas e dos marcadores inflamatorios
cardiacos pode estar relacionado com a atenuacéo da deposiagdo de coldgeno observada no VE
no presente estudo, concordando com os resultados observados em Duchatsch et al., (2021).
Neste estudo os animais SHR tratados com DEX apresentaram menor deposicdo de colageno
guando comparados aos animais normotensos. Diferentemente, outros autores tém demonstrado
que o tratamento com a DEX aumentava a deposi¢do de colageno no coracdo (ROY et al., 2009;
DE et al., 2011; DE VRIES et al., 2012; DE SALVI GUIMARAES et al., 2017). A menor
deposicdo de coladgeno no coracao de animais com EA tratados com DEX pode ser justificada
pelo bloqueio da producéo de citocinas e dos marcadores inflamatorios, pois a inflamacgéo é
responsavel por promover a sintese e degradacdo do colageno (LI et al., 2000; HWANG et al.,
2001; NIAN et al., 2004; HUO et al., 2021). Apesar da deposicdo de colageno ser menor no
miocardio de ratos com EA tratados com DEX, os resultados de densidade capilar ndo foram
alterados pelo tratamento com a DEX.

Os resultados do presente estudo séo importantes pois o tratamento da IC, por ser uma
doenca com heterogeneidade fisiopatoldgica, é considerado complexo, fazendo-se necessario o
uso de vérios farmacos diferentes. No entanto controlar o remodelamento cardiaco ainda é um
dos mecanismos que podem contribuir para o sucesso do tratamento (ABBATE et al., 2008;
FILHO et al., 2013; HAROUKI et al., 2017). Embora a inflamacdo seja um dos mecanismos
envolvidos no remodelamento cardico e, portanto, no desenvolvimento e progressao da doenca
(PALANIYANDI et al., 2011; DE SOUZA et al., 2020), tem sido demonstrado que alguns
inibidores de citocinas inflamatdrias ndo obtiveram resultados positivos na clinica (SINAGRA
et al., 2013). Apesar do uso da DEX ter resultados conflitantes no coracdo (DE SALVI
GUIMARAES et al., 2017; DUCHATSCH et al., 2021), o primeiro protocolo deste presente
estudo, sugere que baixa dose de DEX pode ser benefica em atenuar o remodelamento cardiaco,
por atenuar perfil inflamatorio, mesmo que ainda néo resulte em uma melhora da funcéo.

Apesar da melhora observada na producdo de citocinas e marcadores inflamatorios, bem
como na atenuacdo na hipertrofia cardiaca, a DEX ainda ndo é considerada um tratamento de
escolha na clinica de IC, principalmente pelos seus efeitos deletérios (SUZUKI et al., 1982;
DODIC et al., 1998; DODIC et al., 1999; PEERS et al., 2001; DODIC et al., 2006; MONDO
etal., 2006; SANTOS et al., 2007; RAFACHO et al., 2007; GIOZZET et al., 2008; BAREL et
al., 2010; DIONISIO et al., 2014; MACEDO et al., 2014; KRUG et al., 2016; HERRERA et
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al., 2016; CONSTANTINO et al., 2017; DE SALVI GUIMARAES et al., 2017). Assim, 0
segundo protocolo deste estudo avaliou os efeitos de outro farmaco com funcdo anti-
inflamatdria. Tem sido demonstrado que o Angiotensina Il, além de controlar fluidos no
organismo, estimula a sintese de citocinas inflamatérias (SOUZA-OLIVEIRA, 2010;
OLIVEIRA, 2015). Neste sentido, o uso de alguns inibidores do SRAA (iECA), tais como o
ramipril, ttm-se mostrado eficiente em controlar as citocinas e os marcadores inflamatdrios sob
um quadro de inflamacao (AKASHI, 2006; SANDMANN et al., 2006; RUDI et al., 2021).

O tratamento com ramipril no presente estudo demonstrou ndo alterar a taquipneia que
ja estava alterada com a EA, porém promoveu um aumento adicional no nimero de ocorréncias
de edema pulmonar, trombo atrial e ascite. J& a ocorréncia da congestdo hepatica estava
levemente reduzida com o tratamento com ramipril. Ao longo da evolucdo da doenca, 0S
animais sham, e com EA, tratados ou ndo com ramiril, apresentaram um ganho de PC
semelhante, apesar dos animais tratados com ramipril apresentarem menor peso do muasculo
TA, quando comparados aos animais sham. O efeito dos iIECAs no PC ainda é controverso, ou
seja, Goncalves e colaboradores (2015) demonstram que o tratamento com lisinopril (20mg/kg)
por 6 semanas reduziu PC, enquanto o presente estudo, com ramipril (10mg/kg) por 14 dias nao
alterou PC.

O tratamento com ramipril ndo alterou o peso muscular das estruturas cardiacas na
balanca e, da mesma forma, ndo promoveu nenhuma alteracdo adicional além da j& observada
nos animais com EA, ou seja, os valores de EDPP, EDSIV, AE, ESP. REL. VE, Massa VE e
IND. MVE ndo foram atenuados com o tratamento. Somado a esses parametros, os resultados
do didmetro de midcitos também ndo demonstraram qualquer alteracdo apés o tratamento com
ramipril. Esses resultados s&o divergentes de outros estudos utilizando iIECAs em diferentes
dosagens, formas e periodos de tratamento (LITWIN et al.,1995; GONCALVES et al., 2005;
SIMKO et al., 2009; ARSENAULT et al., 2013; MULLER et al., 2013). Além disso, a
manutencdo das estruturas cardiacas aumentadas nos grupos EA, contribuiu para a manutencéo
da disfungéo cardiaca vista nos animais que foram submetidos a cirurgia, o que também difere
de outros estudos (LITWIN et al.,1995; ARSENAULT et al., 2013; QU, XU and TIAN, 2015).

Por outro lado, as citocinas e marcadores inflamatdrios investigados no presente estudo,
que estavam aumentados apds a cirurgia de EA, apresentaram um comportamento diferente
com o tratamento com ramipril, ou seja, todos os marcadores apresentam valores iguais 0s sham
controles. Estes resultados apenas sugerem um efeito do tratamento, uma vez que os resultados
nédo foram significativos, devido a distribuicdo ndo normal desses grupos. A reducao do perfil

inflamatdrio cardiaco desses animais concorda com resultados vistos anteriormente (NERI
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SERNERI et al., 2004; RUDI et al., 2021). Apesar de haver uma reducdo no perfil inflamatorio
cardiaco destes animais, ndo foi possivel observar melhoras significativas no remodelamento
cardiaco do grupo EA tratado com ramipril. Sabe-se que a inflamacgéo € um dos mecanimos que
podem estar envolvidos no desenvolvimento e progressédo da IC (SUTHAHAR et al., 2017),
porém o aumento do estresse oxidativo (TSUTSUI et al., 2011; PAGAN, 2018); o aumento do
desbalanco autondémico (IMPROTA-CARIA et al., 2021), podem estar envolvidos na piora do
remodelamento cardiaco, o que ndo foi estudado no presente estudo, mas pode ser um dos
mecanismos pelos quais ndo foram observadas melhoras significativas no remodelamento do
grupo tratado com ramipril.

Assim como observado nas citocinas e marcadores inflamatorios, o tratamento com
ramipril determinou reducdo nao significativa da fibrose cardiaca no coragdo dos animais com
EA (MULLER et al., 2013; QU, XU and TIAN, 2015; MIOTTO et al., 2021). Ja a respeito da
densidade capilar observada pela histologia, o tratamento com ramipril ndo promoveu nenhuma
alteracéo significativa, concordando com o estudo de Miotto e colaboradores (2021), na qual
foi realizado o tratamento com perindopril. Assim, no presente estudo, o tratamento com
ramipril em um modelo experimental de IC ndo demonstrou ser efetivo na regressdo da
hipertrofia cardiaca observada em animais com EA. Contudo, o tempo de tratamento com o
inibidor foi um periodo curto quando comparado com outros estudos de iECAS que observam
essa regressdo. Apesar disso, o periodo curto de tratamento ja indica um comportamento
diferente na deposicdo de coladgeno e no perfil inflamatério cardiaco, mesmo que ndo
significativo. Essas alteracdes sugerem que sdo as alteracBes no perfil inflamatério que
promoverdo as melhoras no remdolamento cardiaco, bem elucidadas anteriormente. Sendo
assim, tempos maiores de tratamento com ramipril poderiam trazer maiores beneficios para a
IC.
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7. CONCLUSAO

Em suma, o presente estudo sugere que o tratamento com a DEX pode ser benéfico em
mitigar a progressdo da doenca cardiaca devido a uma atenuacdo da remodelacdo cardiaca
induzida por menor inflamacao cardiaca. Além disso, embora o tratamento com ramipril tenha
atenuado a inflamacgéo cardiaca, ndo melhorou significativamente a remodelacéo ou a fungéo

cardiaca, sugerindo que periodos mais longos de tratamento com ramipril poderiam ser usados.
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