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RESUMO




Schmidt, R. Efeitos da estimulacéo elétrica do nervo depressor adrtico na modulacéo da
resposta inflamatéria pos infarto agudo do miocardio em ratos [Tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2018.

O desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca apds infarto agudo do miocéardio (IAM) esta
intimamente associado com alteracbes profundas na geometria, estrutura e funcao
cardiaca, conhecido por "remodelamento ventricular”. Um crescente numero de
evidéncias sugere que uma resposta inflamatoria acentuada ou prolongada pés-infarto
resulta em um remodelamento patolégico, comprometendo a fungéo ventricular esquerda
que se configura como um dos principais preditores de mortalidade apés infarto agudo do
miocardio. Estudos recentes tém investigado a modulacdo da inflamacdo pelo sistema
autonémico, principalmente por meio da estimulacéo vagal (elétrica e medicamentosa),
possibilitando uma nova abordagem terapéutica para a modulacao da inflamacao no I1AM.
Nesse sentido, o presente estudo avaliou o efeito da estimulacdo elétrica dos aferentes
barorreceptores na modulacdo autondmica e o possivel efeito da mesma na modulagéo da
resposta inflamatéria pds infarto agudo do miocardio em ratos. Os animais foram
divididos em 3 grupos: Grupo Sham (SHAM): 5 animais ndo infartados sem tratamento;
Grupo infartado ndo estimulado (IAM): 10 animais infartados sem tratamento e Grupo
infartado e estimulado (IAM+EST): 10 animais infartados tratados com estimulacao
elétrica do nervo depressor adrtico (NDA). Foram realizadas cinco sessfes de 30 min de
estimulacdo do NDA entre os dias 1 e 3 pés IAM. A corrente elétrica aplicada foi capaz
de reduzir a PAM durante o periodo da estimulacdo em mais de 30 mmHg e ndo houve
diferenca de resposta ao estimulo elétrico quando comparados os trés dias de sessfes. A
relacdo LF/HF, que reflete o equilibrio simpatico-vagal global, apresentou-se elevada no
grupo 1AM (0,36+0,066) quando comparada aos grupos SHAM (0,18+0,015) e
IAM+EST (0,16+0,022). Dessa forma, foi possivel observar que os parametros HF e LF,
importantes indicadores da funcdo autondmica, foram semelhantes entre os grupos
SHAM e IAM+EST, demonstrando efeito benéfico da estimulacédo elétrica do NDA na
manutenc¢do da modulagao autonémica. A sensibilidade barorreflexa (BPM/mmHg) ficou
diminuida no grupo IAM (ITR=1,44+0,20; IBR=-0,82+0,15) quando comparado com o
grupo SHAM (ITR=2,79+£0,58; IBR=-1,10+0,43). O grupo IAM+EST apresentou uma
melhor sensibilidade barorreflexa induzida (ITR=3,40£0,18; IBR=-3,32+0,43) e
espontanea em relagéo ao grupo 1AM, sendo semelhante ou maior quando comparado ao



grupo SHAM. A funcdo cardiaca avaliada por meio da ecocardiografia revelou uma
melhor funcédo sistolica no grupo IAM+EST (Fracdo de Ejecdo (%)=53+3,8) quando
comparado ao grupo IAM (Fracgéo de Ejecdo (%)=43+2,0). Analisando o percentual de
colageno na lesdo, o grupo IAM apresentou valores significativamente maior
(14,24+£1,75) quando comparado com os grupos SHAM (0,85+0,04) e IAM+EST
(5,35%0,46). A anélise imuno-histoquimica mostrou uma maior concentracao (nimero
de células por campo) de macréfagos M1 no grupo IAM (131,13+11,75) em relagdo ao
grupo IAM+EST (95,46+16,27) e um maior nimero de macréfagos M2 no grupo
IAM+EST (143,69+15,23) quando comparado com o grupo IAM (96,38+22,35).
Marcadores de estresse oxidativo indicaram um maior contetdo carbonilico de proteinas
(nmol/mg) no grupo IAM (2,24+0,09) em relacdo ao grupo IAM+EST (1,96+0,07). O
grupo IAM+EST apresentou uma maior atividade da enzima SOD (USOD/mg)
(5,55+0,04) quando comparado ao grupo 1AM (5,16+0,06). Esses achados sugerem que
a estimulacdo elétrica do NDA foi capaz de modular a resposta inflamatéria p6s 1AM
levando a um remodelamento menos patolégico e melhorando os indices da funcao
cardiaca avaliados por ecocardiografia, apresentando-se como uma nova abordagem

terapéutica na prevencdo do desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca p6s IAM.

Descritores: Infarto do miocérdio; Inflamacéo; Barorreflexo; Estimulacdo elétrica;
Ratos; Ecocardiografia



ABSTRACT




Schmidt, R. Effect of electrical stimulation of the aortic depressor nerve on inflammatory
response after experimental myocardial infarction in rats. [Thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2018.

The development of heart failure following acute myocardial infarction (AMI) is closely
associated with deep changes in cardiac geometry, structure and function, known as
"ventricular remodeling”. A growing body of evidence suggests that a marked or
prolonged post-infarction inflammatory response leads to a pathologic remodeling,
impairing the left ventricle function that is the most important predictor of heart failure
development. Recent studies have investigated the modulation of inflammation by the
autonomic system, mainly by electrical or drug vagal stimulation, making possible a new
therapeutic approach for the modulation of the inflammation in the AMI.  Our study
evaluated the effect of the electrical stimulation of the aortic depressor nerve (ADN) on
autonomic modulation and the possible effect on inflammatory response post AMI. The
animals were divided into 3 groups: Sham Group (SHAM) - 5 animals not infarcted
without treatment; Infarcted group (AMI) - 10 infarcted animals without treatment;
Infarcted and stimulated group (AMI+EST) - 10 infarcted animals treated with
electrical stimulation of the ADN. Five sessions of 30 min of ADN stimulation were
performed between days 1 and 3 post AMI. The electric current was able to reduce the
median arterial pressure during the stimulation period by more than 30 mmHg in all
sessions. The LF/HF ratio, which reflects the global sympathetic-vagal balance, was
elevated in the AMI group (0.36+0.066) when compared to SHAM (0.18+0.015) and
AMI+EST (0.16+0.022). Thus, it was possible to observe that the HF and LF parameters,
important indicators of autonomic function, were similar between the SHAM and
AMI+EST groups, demonstrating the beneficial effect of ADN electrical stimulation on
the maintenance of autonomic modulation. The baroreflex sensitivity (BPM/mmHg) was
reduced in the IAM group (ITR=1.44+0.20; IBR=-0.82+0.15) when compared to the
SHAM group (ITR=2.79+0.58; IBR=1.10+0.43). The IAM+EST group presented higher
induced baroreflex sensitivity (ITR=3.40+£0.18; IBR=-3.32+0.43) and spontaneous
compared to the AMI group, being similar or higher when compared to the SHAM group.
Cardiac function assessed by echocardiography revealed a better systolic function in the
AMI+EST group (Ejection Fraction %=53%3,8) when compared to the AMI group

(Ejection Fraction %=43+2,0). Regarding collagen deposition in the lesion (% of



collagen), the AMI group presented significantly higher values (14.24+1.75) when
compared to SHAM (0.85+£0.04) and AMI+EST (5.35%0, 46). Immunohistochemical
analysis showed a higher concentration (cells per field) of M1 macrophages in the AMI
group (131.13+11.75) in comparison to the AMI+EST group (95.46£16.27) and a higher
number of M2 macrophages in the AMI+EST group (143.69+15.23) when compared to
the AMI group (96.38+22.35). Oxidative stress markers indicated a higher carbonyl
content of proteins (nmol/mg) in the AMI group (2.24+0.09) in comparison to the
AMI+EST group (1.96+0.07). The IAM+EST group had a higher activity of the
superoxide dismutase enzyme (USOD/mg) (5.55+0.04) when compared to the AMI group
(5.16+0.06). These findings suggest that the electrical stimulation of the ADN was able
to modulate the inflammatory response post AMI, leading to a less pathological
remodeling and improving the indexes of the cardiac function evaluated by
echocardiography, presenting as a new therapeutic approach in the prevention of heart

failure development after AMI.

Descriptors: Myocardial infarction; Inflammation; Baroreflex; Electrical stimulation;
Rats; Echocardiography.
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As doencas cardiovasculares continuam sendo a causa nimero 1 de mortes no
mundo, sendo responsaveis por mais de 17 milhdes de 6bitos em 2016 (1, 2). No Brasil,
as elas séo responsaveis por mais de 300 mil mortes por ano (3). A Sociedade Brasileira
de Cardiologia estimou um total de 383.961 mortes por doencas cardiovasculares no
Brasil no ano de 2017. Em 2013, no Brasil, as doencas isquémicas do coracao
representaram 31,4% da taxa de mortalidade por doenga cardiovascular (4).

Por meio de novas estratégias de reperfusdo, a taxa de sobrevivéncia de
individuos que sofreram um infarto agudo do miocardio (IAM) aumentou
substancialmente nos ultimos trinta anos (5). No entanto, esse sucesso resultou em um
maior numero de pacientes que, tendo sobrevivido ao infarto agudo, passaram a ter risco
de desenvolver insuficiéncia cardiaca (IC) (6).

A progresséo do reparo apos o infarto do miocardio € muito complexa e diversas
populacdes de células estdo envolvidas, incluindo células localizadas no interior do
coracdo, células recrutadas a partir da circulacdo e células de outros tecidos que
participam nos processos inflamatérios e de reparo. Estas células, com os seus fatores de
secrecado, tém efeitos pleiotrépicos que dependem da fase de inflamacdo e de regeneracéo.
Uma inflamac&o excessiva leva a um aumento da area de infarto, a um remodelamento
patoldgico e, eventualmente, a uma disfuncéo cardiaca (7).

O desenvolvimento de IC ap6s infarto do miocardio esta intimamente associado
com alteragcdes profundas na geometria, estrutura e fungdo cardiaca, conhecido por
"remodelamento ventricular”. As alteracbes moleculares e celulares no remodelamento
ventricular afetam tanto a area de necrose como 0s segmentos ndo infartados do
ventriculo, manifestando-se clinicamente como aumento da esfericidade e dilatacdo
ventricular, hipertrofia miocérdica e disfungéo cardiaca (8).

Embora a apoptose também contribua para a perda de cardiomiocitos, o
mecanismo predominante de morte dos cardiomidcitos no cora¢do infartado é a necrose
de coagulacdo. As células, morrendo por necrose, liberam o seu contetdo intracelular,
dando inicio a uma intensa resposta inflamatdria por meio dos mecanismos da imunidade
inata (9). Uma vez ativado o sistema imune inato pelo dano cardiaco, diversos mediadores
inflamatdrios sdo liberados e células inflamatérias sdo atraidas para o sitio da lesdo
miocardica. Todos esses fatores humorais e celulares apresentam funcgdes distintas no
processo de remodelamento (10). As células do sistema imunoldgico inato sdo grandes

contribuintes & inflamacéo ap6s o IAM. Les&o no local de infarto desencadeia inflamacéo
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aguda e subsequente respostas inflamatdrias, incluindo migracdo de neutréfilos
monacitos pro-inflamatorios, digestdo de necrose células e restos celulares, liberacdo de
espécies reativas de oxigénio, e geracdo de estresse oxidativo. Essas sequelas ainda
agravam a inflamacdo, mas sdo tipicamente seguidas pela migracéo e diferenciacdo de
monacitos / macréfagos reparadores, producédo de colageno, e angiogénese, resultando na
cicatrizacdo ndo funcional do miocérdio infartado. O papel de cada célula imune inata, o
tipo e suas contribui¢6es na progressao do pos-infarto inflamacao séo discutidos abaixo.

Um crescente numero de evidéncias sugere que uma resposta inflamatoria
acentuada ou prolongada pos-infarto resulta em um remodelamento patologico (9),
comprometendo a funcdo ventricular esquerda que se configura como um dos principais
preditores de mortalidade apés infarto agudo do miocérdio (11).

A ativacdo da cascata do complemento, a producdo de espécies reativas de
oxigénio e a resposta mediada via cascata de citocinas, desempenham um importante
papel na inflamacdo pds infarto agudo do miocardio (12). Dentre 0s mecanismos
envolvidos nesse processo de reparo do miocardio destacam-se: 0 aumento do Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e Interleucina-6 (IL-6) que podem regular a
sobrevivéncia de midcitos e induzir inflamacéo celular adicional (13, 14); a producao de
quimiocinas que regulam o recrutamento de leucocitos inflamatorios relacionados ao
infarto do miocéardio (15); a Proteina Quimiotatica de Mondcitos (MCP-1)/CCL2 que
desempenha um efeito potente sobre o recrutamento de macréfagos e no acimulo de
miofibroblastos (16) e o Fator de Transformagdo do Crescimento Beta (TGF-B) que é
crucial no reparo cardiaco pela supressdo da inflamacéo (17).

A figura abaixo descreve o tempo das fases do reparo no IAM experimental de
ratos. Nota-se que a fase inflamatoria compreende os trés primeiros dias pos IAM (18).
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Figura 1 — Fases do reparo no Infarto Agudo do Miocardio experimental de ratos

Diante do exposto, evidencia-se que a resposta inflamatoria ao infarto agudo do
miocardio é complexa e determina o tamanho da lesdo, bem como a qualidade do reparo
tecidual. Uma resposta inflamatdria excessiva ou prolongada pode alterar o
remodelamento ventricular e comprometer a funcao cardiaca.

Estudos recentes demonstraram que o nervo vago (principal nervo colinérgico
do sistema nervoso autbnomo parassimpatico que conecta o SNC as visceras), modula a
resposta inflamatéria ndo somente em desordens infecciosas, mas também em condi¢des
assépticas de reparo tecidual. Esses resultados incentivaram pesquisadores a investigar a
modulacdo da inflamacdo pelo sistema autonémico, principalmente por meio da
estimulacdo vagal (elétrica e medicamentosa), possibilitando uma nova abordagem
terapéutica para a modulacdo da inflamac&o no infarto agudo do miocérdio (19).

Portanto, intervencBes que aumentam a atividade parassimpatica ou que
aumentam a atividade da acetilcolina (Ach) podem exercer um efeito imunossupressor,
inibindo a sintese de citocinas pré-inflamatorias em diferentes modelos experimentais de
sepse (20-25) e inflamacdo asséptica (26, 27). Mais recentemente, tem-se avaliado a
participacdo da neuromodulagdo sobre o remodelamento cardiovascular (28-32). Essa
modulacdo parassimpatica poderia ser direta (através de estimulacdo do vago) ou indireta
pela administragdo de substancias anticolinesterasicas que favorecem a manutencéo da
acetilcolina na fenda sinéptica. Adicionalmente, a estimulacdo elétrica dos aferentes
adrticos pode ser considerada uma vez que o aumento da atividade dos pressorreceptores

pode inibir a atividade simpatica e aumentar a parassimpatica para o coragao.
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O papel dos pressorreceptores na modulacdo autondmica e controle da fungéo
cardiaca é bem discutido na literatura, mas o efeito de uma ativacdo dos pressorreceptores
na resposta inflamatoria pés infarto agudo do miocérdio ainda ndo esta descrito.

Nesse sentido, considerando-se que a resposta inflamatéria € um mecanismo
determinante no processo de remodelamento ventricular ap6s IAM; que uma resposta
inflamatoria intensa esta associada a disfuncao ventricular pés IAM; que o aumento da
atividade vagal reduz a resposta inflamatdria em diferentes modelos animais; que novas
abordagens sdo necessarias para prevenir a disfuncdo do miocardio ap6s o infarto agudo
do miocardio; a hipdtese do presente estudo é que a estimulacéo elétrica dos aferentes dos
pressorreceptores poderd, por meio da modulacéo do sistema nervoso autbnomo (reducgéo
do simpatico, aumento do vago), interferir na resposta inflamatoria que se segue ao IAM,
e assim influenciar de maneira positiva o remodelamento cardiaco, protegendo a funcédo

do érgéo.



2. REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Infarto Agudo do Miocardio (IAM) e Remodelacao Cardiaca (RC)

Infarto Agudo do Miocardio é a nomenclatura dada a lesdo isquémica decorrente
da reducdo completa ou parcial/grave do aporte sanguineo para os cardiomiocitos, que
resulta em morte celular e alteracGes funcionais e estruturais na area afetada, bem como
no miocardio remanescente. Dependendo da extensdo e localizacdo da &rea de necrose,
bem como da intensidade do processo de reparacdo da area afetada, o progndstico da
doenca pode sofrer varia¢Bes substanciais (33). Usualmente, o IAM € consequéncia da
ruptura de uma placa ateromatosa instavel, seguida da formacdo de um coagulo o qual
obstrui a luz da artéria coronaria com privagao importante do suprimento sanguineo para
0 miocardio. A continuidade da isquemia leva a morte celular (necrose) e,
consequentemente, desencadeia um processo inflamatdrio na area atingida. A intensidade
desse processo esta relacionada a diversos fatores, dentre eles o grau da lesdo inicial (34).

A remodelacdo cardiaca é definida como um conjunto de mudangas
moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, que se manifestam clinicamente por
alteracdes no tamanho, massa, geometria e funcdo do coragdo, em resposta a determinada
agressdo (34). Por sua vez, o termo remodelamento do miocéardio é usado para descrever
uma variedade de modificacdes na biofisiologia do cardiomidcito, volume e composi¢do
dos compartimentos cardiomidcito e ndo-cardiomidcito, e a geometria e arquitetura da
camara do ventriculo esquerdo (VE) decorrente do 1AM, sobrecarga de pressdo ou
volume, estados cardiomiopaticos e exposicao a infec¢bes ou agentes cardiotdxicos (35).

O remodelamento do miocardio resulta de modificacbes que ndo sdo
necessariamente adaptativas somente num primeiro momento, mas sdo patolégicas e
potencialmente sujeitas a se autoperpetuam num circulo vicioso progressivo (2 do
Gonzales). Esse processo pode resultar em um mau progndstico, pois pode acarretar
alteracbes da energética cardiaca, comprometendo a perfusdo intramiocardica,
ocasionando progressiva disfuncdo ventricular (deterioracdo da funcdo sistdlica e
diastdlica) e propensdo a arritmias malignas (34, 36).

Portanto, o remodelamento do miocérdio € determinante no curso clinico e
desfecho de varias doencas cardiacas, evoluindo para Insuficiéncia Cardiaca Cronica

(ICC) (35), que se caracteriza como uma sindrome clinica que necessariamente reflete
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uma diversidade de padrdes de remodelamento estrutural miocardico em termos

quantitativos e qualitativos (37, 38) (Figura 2).
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Figura 2 - Patogénese da insuficiéncia cardiaca

O diagnostico clinico da remodelagdo baseia-se na deteccdo de mudancas na
morfologia, massa, geometria, areas com cicatriz, fibrose e infiltrado inflamatorio (8), por
meio de ecocardiograma, ventriculografia e, recentemente, ressonancia nuclear
magnética (34, 39).

Apesar de complexo, o processo de remodelacdo apos o infarto caracteriza-se,
clinicamente, pelo aumento da cavidade ventricular (8, 39).

A deteccdo de marcadores celulares constitui outra forma de diagndstico, ainda
ndo utilizada rotineiramente na pratica clinica, mas que se baseia no fato de que o processo
de remodelacdo possa envolver a reexpressao de genes do periodo fetal (40, 41).

Estudos usando microarray, identificaram grupos de perfis de expressdo
genética que podem estar envolvidos no remodelamento estrutural do miocardio. Tais
como aqueles envolvidos na hipertrofia e morte de cardiomidcitos, inflamacao, alteragdes
da matriz de colageno e rarefagdo microvascular (42, 43).

Uma das alteracdes usuais do remodelamento cardiaco € o aumento no contetido

de colageno, denominada fibrose. O colageno fibrilar miocéardico é dividido em trés
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componentes que sao denominados de epimisio (envolve todo o musculo cardiaco e
constitui as superficies endocardica e epicardica; a partir dele, grupos de miofibras
interligam-se por uma rede denominada perimisio), o perimisio (grupos de fibras
interligadas em rede) e o endomisio (fina rede em volta de cada midcito, ligando-o0s uns
aos outros e aos capilares vizinhos) (34).

Quando ha um aumento do colageno envolvendo esses trés componentes, ha
grande possibilidade de ocorrer bloqueios na conducdo elétrica, favorecendo o
aparecimento de arritmias por reentrada. Este processo permite associar a fibrose com

arritmias e risco de morte subita (44)

E consenso de que a remodelagio ventricular resulta em deterioracio da fungéo
ventricular, porém os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos nesse fenbmeno ainda
permanecem desconhecidos. Dentre os potenciais fatores envolvidos nesse processo
destacam-se: a morte celular, 0o metabolismo energético, o estresse oxidativo, a
inflamacdo, o colageno, as proteinas contrateis, o transporte de Célcio, a geometria e a
ativacdo neuro-hormonal (34).

Estudos sugerem que tanto a resposta imune adaptativa quanto a inata é ativada
em resposta a lesdes cardiacas. O sistema inato seria 0 responsavel pela resposta
inflamatoria mais inespecifica, enquanto que o sistema adaptativo induziria respostas
mais especifica (mediada pelas células B e T) (45).

Evidéncias experimentais mostraram que mediadores inflamatorios induzem
reexpressao de enzimas do periodo fetal, crescimento celular, ativacdo de
metaloproteinases, proliferacdo de fibroblastos e perda progressiva de midcitos por meio
de apoptose. Do mesmo modo, antagonismo da resposta inata (antagonistas de toll-like
receptors, TNF, IL-1 e IL-8) atenuaram o processo de remodelacédo apds o infarto. Além
disso, a modulacdo da resposta adaptativa (macrofagos, linfdcitos T reguladores e B) pode
induzir remodelacdo mais favoravel, principalmente no modelo de isquemia miocardica
(45-47).

Uma vez ativado o sistema imune inato pelo dano cardiaco, diversos mediadores
inflamatdrios sdo liberados e células inflamatérias sdo atraidas para o sitio da lesdo
miocérdica (10). Todos esses fatores humorais e celulares apresentam fungdes distintas
no processo de remodelamento. Citocinas como as interleucinas 1beta e o fator de necrose

tumoral (TNF-alfa) estdo envolvidos no processo de apoptose de cardiomidcitos e na
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ativacdo da matriz de metaloproteinases (MMPs), e estes podem degradar a estrutura
fisiologica de colageno do miocérdio (48, 49) (Figura 2). Os fragmentos de colégeno
resultantes exercem potentes acdes pro-inflamatorias, enquanto MMPs também podem

processar citocinas e quimiocinas que alteram suas atividades biologicas (49).

2.2 Cascata do Complemento

Hill & Ward, 1971(50), demonstraram que o miocardio infartado de ratos
tratados com substancia inibidora de C3 ndo é capaz de desenvolver atividade
leucocitéria, sugerindo um papel ndo imunol6gico para C3 na mediacdo da resposta
inflamatdria aguda em lesdo tecidual inespecifica. Em pacientes com IAM, componentes
iniciais de atuacdo da cascata do complemento ativa a liberacdo de constituintes
subcelulares da membrana associados a necrose miocérdica isquémica. Tal ativacao pode
ser responsavel, em parte, para o desenvolvimento de inflamagdo aguda e evolugdo do
tamanho do infarto ap6s oclusao da artéria coronaria (51).

As proteinas do complemento sdo produzidas endogenamente pelo coracdo. A
via classica da cascata do complemento é totalmente ativada durante o IAM e esta
diretamente envolvida na lesdo miocardica, sugerindo que a inibicdo do sistema do
complemento pode ser eficaz no tratamento do IAM (52).

Nesse sentido, Weisman et al., 1990 (53), em um modelo de isquemia e
reperfusdo do miocardio de rato, mostrou que a infusdo solGvel do receptor de
complemento humano tipo 1 (SCR1) suprimiu significativamente a inflamagdo pos-
infarto e reduziu a area de infarto em 44%. Apesar dos resultados experimentais
promissores, estudos clinicos recentes, testando os efeitos da inibicdo do complemento
em pacientes com infarto agudo do miocardio, apresentaram resultados decepcionantes.
A administracdo de Pexelizumab, um inibidor do complemento C5, em pacientes com
infarto agudo do miocérdio, ndo teve efeito significativo sobre o tamanho do infarto e

sobre desfechos clinicos adversos (54-56).
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2.3 Espécies Reativas de Oxigénio

O Peroxido de Hidrogénio (H202) € capaz de sozinho induzir a producéo de
TNF-a pelo miocardio e provocar lesdao cardiaca por mecanismo dependente de MAPK
(57). Espécies reativas de oxigénio podem gerar um estimulo leucocitario, como a
ativacdo do sistema complemento, inducdo da expressdo de P-selectina induzida por
choque hemorragico, regulacdo positiva de quimiocinas e um aumento na concentragdo
da molécula de adesdo endotelial intercelular (ICAM)-1 que resulta em maior aderéncia
de PMN (58-61).

Jolly, Kane, Bailie, Abrams, & Lucchesi, 1984(62), demonstraram que o uso de
enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase, reduziu o tamanho da area de
infarto em cdes com isquemia e reperfusdo do miocardio. No entanto, alguns estudos
evidenciaram que o tratamento com antioxidantes ndo € capaz de reduzir a area de lesdo
em um infarto agudo do miocéardio (63-65).

Estudos clinicos mostraram que pacientes com infarto agudo do miocardio,
submetidos a intervencgdo coronaria percutanea ou trombdlise e tratados com superdxido
dismutase humana recombinante ndo apresentaram melhora significativa da funcgéo

ventricular esquerda(66, 67).

2.4 Amplificacdo de citocinas e quimiocinas

As citocinas podem amplificar-se através de um feedback positivo. O aumento
do TNF-a no infarto do miocardio pode regular positivamente os niveis de TNF-a no
miocardio normal vizinho, levando a amplificacdo de efeitos (13). O TNF-a estimula a
expressdo de citoquinas pro-inflamatdrias, quimiocinas e moléculas de adesdo pelos
leucdcitos e células endoteliais e regula 0 metabolismo da matriz extracelular, reduzindo
a sintese de colageno e reforcando a atividade da metaloproteinases de matriz extracelular
(MPP) nos fibroblastos cardiacos (68), outras citocinas de adesdo, tais como a proteina
quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), também é induzida no miocardio isquémico e
reperfundido de cédes. Kumar et al., 1997 (69), sugeriram um papel importante da MCP-
1 no trafico de mondcitos no miocardio reperfundido. Em modelo de infarto em rato a

MCP-1 ¢ igualmente regulada positivamente (70). Quando o modelo de infarto foi em
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ratos MCP-1 -/- (knockout), a expressdao do RNA mensageiro para as citocinas TNF-a,
IL-18, TGF-B e IL-10 foi reduzida, apresentando uma diferenciagéo defeituosa de
macrodfagos (71).

Pesquisadores tém demonstrado uma forte inducdo de vérias quimiocinas no
miocardio infartado e seu papel no recrutamento leucocitario (15).

A regulacdo positiva de quimiocinas é uma caracteristica marcante da resposta
inflamatoria pos infarto do miocéardio e evidéncias indicam que essas quimiocinas, além
de sinalizar a ativacdo e quimiotaxia leucocitaria, estdo envolvidas na regulacdo da
angiogénese e deposicdo de tecido fibroso no miocardio infartado (71). Essa liberacéo e
inducdo acontece rapidamente na zona central durante o infarto, contudo é usualmente
méaxima na borda da mesma (13, 72).

Uma robusta regulagdo positiva de citocinas e quimiocinas pode voltar ao nivel
basal se o infarto é pequeno, masse o infarto € grande e a resposta inflamatdria é
excessiva, pode haver uma sustendada regulacdo positiva dessas substancias, o que

corresponde a uma fase de remodelamento cronico (12).

2.5 Resposta inflamatoria celular no infarto — Neutrofilos e Mondcitos

Os neutrdfilos séo recrutados durante a fase inicial da lesdo isquémica cardiaca.
A transmigracdo de neutrdfilos no miocardio infartado requer interacGes adesivas com
células vasculares endoteliais ativadas. Os neutréfilos podem secretar oxidantes e
proteases e possivelmente expressar mediadores capazes de amplificar o recrutamento
celular(73). A deplecdo de neutrofilos em animais submetidos a infarto do miocérdio
reperfundido,mostrou-se capaz reduzir significativamente o tamanho do infarto,
sugerindo que uma quantidade significativa da lesdo do miocardio pode ser induzida por
mecanismos dependentes de neutr6filos(74, 75). Birdsall et al., 1997 (15), sugeriram que
os neutrofilos podem prejudicar diretamente as células do parénquima através da
liberacdo de produtos toxicos especificos. Um estudo experimental demonstrou que 0s
anticorpos monoclonais contra P-selectina teriam reduzido a area de necrose miocardica,
preservando a funcdo endotelial coronaria e atenuando a infiltragdo de neutréfilos na

isquemia e reperfusdo do miocéardio (76).
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Como mencionado anteriormente, MCP-1/CCL2 desempenha um papel
importante no recrutamento dos mondcitos para o miocérdio infartado (16). As citocinas,
tais como TGF-f, radicais livresde oxigénio, o complemento, e quimiocinas, podem
também desempenhar um papel na infiltracdo de monacitos. A infiltracdo de mondcitos
no miocardioinfartadoé seguida pela maturacéo e diferenciacdo dessas células derivadas

do sangue em macréfagos(12).

2.6 Via anti-inflamatdria colinérgica

Tracey, 2002 (24), postulou um modelo de controle da inflamagéo pelo sistema
nervoso central. Nesse modelo (Figura 3), sinais eferentes do nervo vago, controlados por
redes cerebrais, inibem a producdo de citocinas por meio das vias dependentes da
subunidade a7 do AchR nos macrofagos e outras células, bem como aumentam a
variabilidade instantdnea da freqiiéncia cardiaca. Uma rede cerebral colinérgica
responsiva aos agonistas M1 pode aumentar a atividade da via anti-inflamatéria

colinérgica e também aumentar a variabilidade instantanea da frequéncia cardiaca.
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Figura 3 — Reflexo Inflamatorio
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O nervo vago é uma extensdo primitiva do sistema nervoso central que atinge
6rgdos do sistema reticulo-endotelial tais como o bago e figado, principais fontes de
citocinas. Além disso, algumas de suas fibras aferentes sdo capazes de transmitir
informacdes ao cérebro iniciando febre e outras respostas a lesdes ou infecgdes (77, 78).
Isso poderia servir como um braco sensorial do reflexo inflamatorio, onde sinais
inflamatorios aferentes ativam uma resposta vagal eferente que inibe a produgdo de
citocinas a fim de limitar ou evitar danos (24).

Uma descoberta acidental revelou que uma administracdo intracerebral de uma
molécula gue inibiu a producdo de TNF também aumentou a atividade eferente do nervo
vago e inibiu a inflamacgédo fora do SNC (21). A estimulacdo do nervo vago diminuiu
significativamente a liberacdo de TNF em animais que receberam doses letais de
endotoxina (22). Trabalhos subsequentes estabeleceram que a sinalizagdo do nervo vago
inibe a atividade de citocinas e melhora o desfecho de doengas em modelos animais de
sepse, isquemial/reperfusdo, choque hemorragico, isquemia miocardica, ileo, artrite
experimental e pancreatite (21, 26, 79-84).

O mecanismo molecular da inibicdo da sintese de citocinas é atribuido a
acetilcolina (ACh), o principal neurotransmissor do nervo vago (22, 85). Os macrofagos
e outras células produtoras de citocinas expressam receptores de acetilcolina (AChRS)
que transduzem um sinal intracelular inibindo a sintese de citocinas (85). Ratos com
deficiéncia de subunidade a7 do AchR ou com vagotomia, apresentam uma resposta
inflamatdria desequilibrada com producdo excessiva de TNF quando expostos a
endotoxina (80). A estimulacdo vagal ndo inibe a producdo de citocinas em ratos com
bloqueio da subunidade a7 do AchR, enquanto que nos ratos sem esse bloqueio a
estimulacdo vagal diminui de forma significativa a sintese de citocinas pro-inflamatérias
(25).

Portanto, intervencGes que aumentam a atividade parassimpatica ou que
aumentam a atividade da acetilcolina podem exercer um efeito imunossupressor, inibindo
a sintese de citocinas pro-inflamatdrias em diferentes modelos experimentais de sepse
(20-25) e inflamacdo asseptica (26, 27). Mais recentemente, tem-se avaliado a

participacdo da neuromodulagéo sobre o remodelamento cardiovascular (28-32).
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2.7 O barorreflexo

Os barorreceptores sdo mecanorreceptores que monitoram a pressdo arterial
batimento a batimento e estdo localizados no arco aortico, seio carotideo e outros grandes
vasos. Esses mecanorreceptores induzem uma resposta reflexa aumentando o drive
parassimpatico e diminuindo o drive simpéatico para manter a pressao arterial em niveis
praticamente constantes (86, 87). A ativacdo barorreflexa é considerada uma promissora
abordagem terapéutica para pacientes com hipertensdo resistente (88-91). Estudos
clinicos mostraram que pacientes hipertensos possuem uma funcéo barorreflexa atenuada
(92-94) associada com um alto perfil inflamatorio (95-97). Esses resultados sugerem que

a disfuncgdo barorreflexa pode facilitar a inflamag&o em individuos hipertensos.

2.8 Estimulacé@o do Nervo Depressor Adrtico

A estimulacdo elétrica de aferentes dos barorreceptores é uma técnica amplamente
utilizada em varios estudos sobre controle barorreflexo. No rato, o nervo depressor adrtico
(NDA) foi amplamente utilizado porque o nervo do seio carotideo € muito pequeno,
dificil de manipular e tem fibras aferentes de baro e quimiorreceptores. Krieger e
Marseillan (98), identificaram as vias seguidas pelas fibras do NDA na regido cervical de
ratos Wistar anestesiados por meio de registros eletroneurograficos combinados com
estimulacao elétrica. Outros estudos demonstraram, por meio de estimulacgéo elétrica, que
0 NDA de ratos Sprague-Dawley e Wistar possuia quase exclusivamente fibras aferentes
barorreceptoras e poucas ou inexistentes fibras funcionais aferentes quimiorreceptoras
(99, 100). Esses resultados estabeleceram que a estimulacédo elétrica do NDA de ratos €
um método confiavel para desencadear a ativacdo do barorreflexo em estudos
cardiovasculares.

Aumentando a intensidade dos impulsos elétricos aplicados, a estimulacéo elétrica
permite o controle do sinal aferente transmitido para o sistema nervoso central por meio
de recrutamento de fibras nervosas adicionais: fibras A mielinizadas s&o ativadas com
intensidades mais baixas e fibras C ndo mielinizadas séo ativadas com intensidades
elevadas (100-106).
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A relacdo entre a frequiéncia de estimulo do NDA e resposta reflexa € diferente
para fibras A mielinizadas e fibras C ndo mielinizadas no rato. Toda a gama de respostas
reflexas ocorrem, aproximadamente, entre 1 e 10 Hz para a estimulacédo das fibras C e
entre 15 e 100 Hz para estimulacédo da fibras A mielinizadas(104, 106).

Considerando o exposto, nossa hipotese de trabalho no presente estudo é de que a
estimulacdo elétrica aferente do NDA pode reduzir a resposta inflamatéria no miocardio
de ratos submetidos & oclusdo coronariana e dessa forma modificar favoravelmente o
curso das alteracdes fisiopatoldgicas que se seguem a essa oclusdo. Adicionalmente, essa
“protecdo” esta associada com a modulacdo periférica do sistema nervoso autbnomo
(aumento da modulacdo vagal/reducdo da modulacdo simpatica) apos integracédo central

provocada pela estimulacéo aferente do NDA.



3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da estimulacdo elétrica do Nervo Depressor Aortico sobre a

resposta inflamatoria na fase aguda do infarto do miocéardio experimental em ratos.

3.2 Objetivos especificos

Parte | — Protocolo experimental

> Realizar cinco sessdes de trinta minutos de estimulacdo do NDA de ratos infartados
entre os dias 01 e 03 p6s IAM com pelo menos 20 mmHg de redugéo na PAM durante
a estimulacéo;

» Avaliar em ratos submetidos a ligadura da coronéria esquerda, tratados ou ndo com
estimulacao elétrica do NDA, o0s seguintes parametros:

No terceiro dia p6s IAM:

- Funcéo sistdlica, diastélica, e &rea de hipo/acinesia do ventriculo esquerdo,
obtidos por meio do exame de ecoDopplercardiografia;

No quarto dia p6s IAM:

- Valores hemodinamicos, variabilidade do intervalo de pulso e variabilidade da
pressao arterial, inferidas por meio da anélise de curvas de presséo arterial registradas de
forma direta (intra-arterial);

- Histopatologia da leséo e organizacéo e distribuicdo das fibras de colageno

- Concentracdo plasmatica de parametros relacionados ao estresse oxidativo
avaliados por meio da espectrofotometria;

- A presenca de células CD68+ e CD206+ no ventriculo esquerdo (regido peri-

infarto), por meio da técnica de imuno-histoquimica;

Parte Il — Revisdo Sistematica
> Elaborar uma revisao sistemética (Cochrane — tinico autor) intitulada “Safety and
Efficacy of Baroreflex Activation Therapy for Heart Failure: A rapid systematic

review”’.



4. METODOS
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Esse estudo foi iniciado ap6s sua aprovacgio pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (CEUA SDC
4052/14/032) (Anexo 1).

4.1 Animais e grupos experimentais

Para realizacéo deste estudo foram utilizados 25 ratos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus), machos, adultos, com peso variando entre 260 g e 300 g, provenientes do
biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo e mantidos no Biotério
da Divisdo de Experimentacdo do Instituto do Coracdo, em condicBes sanitérias de
biotério convencional, com controle de temperatura (22 a 24 °C) e controle de
luminosidade (12h de claro e 12h de escuro).

A racdo fornecida foi a Nuvilab da marca Nuvital, peletizada e que preenche todas
as necessidades nutricionais dos roedores. O manejo dos animais obedeceu aos principios
éticos da experimentacdo animal da Sociedade Brasileira da Ciéncia de Animais de
Laboratorio (SBCAL/COBEA).

Os animais foram separados em 3 grupos: 1 grupo controle e 2 grupos infartados.

Grupo Sham (SHAM): 5animais ndo infartados sem tratamento

Grupo infartado néo estimulado (IAM): 10 animais infartados sem tratamento

Grupo infartado e estimulado (IAM+EST):10 animais infartados tratados com

estimulacdo elétrica do NDA.

4.2  Sequéncia Experimental

A canulagéo da artéria femoral, o IAM e a implantag&o do eletrodo no NDA para
estimulacao elétrica foram realizados no dia “0”. Nos dias “1” ¢ “2” os animais receberam
duas sessdes de trinta minutos de estimulacdo do NDA sem anestesia, ou seja, acordados
(uma sessdo pela manhd e outra a tarde). No dia “3”, pela manha, os animais foram
submetidos a tltima sesséo de estimulacdo do NDA. No periodo da tarde, desse mesmo

dia, foi realizado o exame de eco Dopplercardiografia com o animal anestesiado para
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determinacéo das funcdes sistolicas e diastolicas cardiacas. No dia “4”, pela manha, foram
realizados os registros das curvas de pressdo arterial (para posterior andlise do
comportamento da PA, da variabilidade da PA, da FC e variabilidade do intervalo de
pulso) com o animal acordado. No periodo da tarde do quarto dia, os animais foram
submetidos a eutanésia para retirada de sangue e tecidos de acordo com protocolos ja
estabelecidos - coleta de sangue por meio da canula femoral, seguida de administracéo de
anestésico para perfusdo do animal com solugéo de cloreto de potéassio (Figura 4).
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Figura 4 — Sequéncia Experimental.
IAM=Infarto Agudo do Miocardio; NDA=Nervo Depressor AOrtico;
ECO=Ecocardiografia; VFC=Variabilidade da Frequéncia Cardiaca;
VVPA=Variabilidade da Pressdo Arterial

4.3  Canulacdo da Artéria e Veia Femoral

No dia “0”, os animais foram submetidos a implantacdo de um cateter de polivinil
na artéria e na veia femoral. Os cateteres foram confeccionados em tubo de polivinil
Tygon (15 cm) tendo uma das extremidades conectada a outro tubo de polivinil com

didmetro menor (PV — 10) e 5 cm de extensdo. Os ratos foram anestesiados por meio de
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inalacdo de Isoflurano a 2% em um fluxo de oxigénio de 0,8 I/min. O animal foi colocado
em decubito dorsal e a tricotomia foi feita na regido medial do membro posterior
esquerdo. Apos a realizacdo da incisdo, os cateteres foram inseridos na veia e artéria
femoral, passado subcutaneamente e exteriorizados no dorso do animal, proximo a regiao
cervical (Figura 5).

Foram administrados 2mg/Kg de Cloridrato de Tramadol de oito em oito horas
como analgésico apos canulacdo até o dia 2 pés IAM.
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Figura 5 — Regido de disseccdo para a cateterizacdo da artéria e veia femoral (A) e
isolamento da artéria femoral e insercao do cateter (B)

4.4  Modelo Experimental de IAM

A inducdo do infarto do miocérdio foi realizada sob anestesia inalatéria com 2%
de Isoflurano em um fluxo de oxigénio de 0,8 I/min. Ap6s o animal ser intubado e
colocado em ventilagdo mecénica (Intermed, Inter 3, Sdo Paulo, SP) foi realizada uma
toracotomia esquerda no 4° espaco intercostal. O pericardio foi aberto e o atrio esquerdo
afastado para visualizacdo da veia interventricular anterior como referéncia a artéria.
Posteriormente induziu-se o IAM através da ligadura da artéria interventricular anterior,
a2-3 mm da ponta do atrio esquerdo, com um fio prolene 6-0 (Figuras 6 e 7). A realizacao
bem sucedida do infarto foi constatada pela observacao do desenvolvimento de uma cor

palida no miocérdio distal a regido da ligadura (107).
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Figura 6 — Cirurgia de ligadura da artéria coronaria para inducdo do IAM.

Figura 7 - Aspecto macroscépico de duas fatias consecutivas obtidas de um mesmo
coracdo, por seccdo transversal, mostrando a regido do infarto (setas) na
parede ventricular. Na esquerda, observa-se o fio de sutura introduzido no
endocérdio e, a direita, o n6 realizado em posi¢do adjacente ao epicardio.

4.5 Implantacgéo do eletrodo e estimulacéo elétrica do Nervo Depressor Adrtico

Na tarde do dia “0”, os animais foram encaminhados para a implantacdo do
eletrodo no NDA. Uma porcéo de 4-6 mm do NDA esquerdo do rato foi cuidadosamente
isolada abaixo da sua jungdo com o nervo laringeo superior e colocada sobre um eletrodo
de platina-iridium bipolar (A-M Systems™-Bare Diameter 25,4um; Coated Diameter
33,02um) com uma distancia entre os eletrodos de 2mm (Figura 8). A correta
identificacdo do nervo foi confirmada por seu padrao tipico de descarga sincronizada com

a pressdo de pulso arterial. O NDA foi entdo coberto com material de impressdo de
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silicone (Super-Dent; CarlisleLaboratories, Rockville Center, NY). Apds um periodo de
trinta minutos, suficiente para a polimerizacdo completa do material de moldagem de
silicone, a atividade do nervo foi gravada novamente para verificar a integridade do sinal.
Uma vez que a integridade do sinal foi confirmada, a outra extremidade do eletrodo foi
exteriorizada no dorso do animal, na regido cervical, e soldada a um pequeno conector
(Microtech, Inc- modelo GF-2) para ser ligado a um estimulador elétrico (A-M Systems™
- Model 2100 Isolated Pulse Stimulator) (Barale et al., 2007).

Nervo Depressor Adrtico

Eletrodo bipolar de platina

Figura 8 — Implantacdo do eletrodo bipolar de platina.

Foram realizadas cinco sessdes de estimulacdo do NDA com duracdo de 30
minutos cada, duas no dia “1” (manha e tarde), duas no dia “2” (manha e tarde) e uma na
manha do dia “3” p6s IAM. Durante os trinta minutos da sessdo, o NDA dos animais foi
submetido a uma corrente elétrica ndo polarizada, balanceada, com duragdo de pulso de
0,2 ms e frequéncia de 20 Hz e intensidade de 0,8 mA. A corrente foi administrada de
forma continua por trinta minutos, com intensidade suficiente para produzir uma reducéo
de pelo menos 20 mmHg na PAM do rato acordado. Durante todo o periodo de
estimulacdo, o rato permanecia acoplado por meio da cénula femoral ao sistema de

aquisicdo de sinais para monitorizagao da presséo arterial em tempo real (108) (Figura 9).



52

Conector para o
estimulador

Canula Artéria
Femoral
- v

7 %

Figura 9 — Sessdo de estimulacdo do NDA com registro da pressdo arterial no rato
acordado.

4.6 Valores hemodinamicos, Variabilidade da Pressdo Arterial e Variabilidade dos

Intervalos de Pulso

Os valores de pressdo arterial (PA), variabilidade da PA (VPA), frequéncia
cardiaca (FC) e variabilidade do intervalo de pulso (VIP) foram calculados com as curvas
de pressdo registradas no quarto dia apés o IAM, com o animal acordado.

A cénula arterial foi conectada a um transdutor eletromagnético (BloodPressure
XDCR; Kent Scientific, Torrington, CT) que, por sua vez, estava conectado a um pré-
amplificador (Stemtech). Sinais de curvas de pressao foram gravados durante um periodo
de 30 minutos em um microcomputador equipado com um sistema de aquisic¢do de dados
(Windaq, 2-kHz, DATAQ, Springfield, OH), permitindo analise dos pulsos de presséo,
batimento-a-batimento, com uma frequéncia de amostragem de 2000 Hz. Os valores de
frequéncia cardiaca foram derivados do sinal pulsatil da pressdo arterial (107).

Cada batimento cardiaco foi identificado através da utilizacdo de algoritmo
implementado no Windag/DATAC que, automaticamente, realiza a deteccdo dos
intervalos R-R da onda do evento sistélico e da onda do sinal de pressao arterial. Ap6s
esta leitura automatica, foi realizada uma verificacdo por inspecéo visual, para identificar

e/ou corrigir alguma marcacao incorreta.
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Em seguida foi gerada a serie temporal de cada sinal a ser estudado, isto &, o
intervalo de pulso cardiaco (tacograma) e da pressdo arterial sistélica (sistograma). Os
dados foram armazenados em arquivos e utilizados posteriormente para a analise da
variabilidade no dominio do tempo e no dominio da frequéncia. Os indices baseados na
medida dos intervalos RR individualmente, como o desvio-padrédo da média de todos os
intervalos RR normais, expresso em milissegundos (SDNN), representam a variabilidade
global e refletem a atividade de ambos, parassimpatico e simpético (Akselrod et al.,
1981). A variavel raiz quadrada da média das diferencas entre intervalos RR normais
adjacentes (RMSSD), expressa em milissegundos, ou seja, 0 desvio-padrao das diferencas
entre intervalos RR normais adjacentes, reflete predominantemente a modulacdo vagal
para o coracdo. A faixa de frequéncia de interesse para analise espectral no rato encontra-
se no intervalo que vai de 0 até 3Hz (109-111). A poténcia espectral foi integrada em trés
faixas de frequéncia de interesse: altas frequéncias (HF) entre 0,75 e 3,0 Hz, baixas
frequéncias (LF) entre 0,20 e 0,75 Hz e muito baixas frequéncias (VLF) menores que 0,20
Hz. Devido ao tempo determinado de coleta dos sinais de interesse para a andlise
espectral, esse estudo ndo aborda as VLF.

4.7 Avaliacéo do Reflexo Pressorreceptor

Apds o registro da PA e os animais terem permanecido em condi¢des de repouso
por 30 minutos, a sensibilidade dos pressorreceptores foi testada atraves da infusdo de
fenilefrina e, logo apds, de nitroprussiato de sédio. A fenilefrina (Sigma
ChemicalCompany, St. Louis, MO, EUA), um potente estimulador al cuja agdo
predominante se da nas arteriolas periféricas causando vasoconstricdo, foi injetada em
doses crescentes na canula da veia femoral. Tal farmaco foi utilizado, portanto, para
causar aumento da presséo arterial, efeito que provoca bradicardia reflexa subsequente,
comandada pelos pressorreceptores. O efeito contrario, reducdo da pressao arterial com
resposta taquicardica, também comandada pelos pressorreceptores, foi provocado pela
injecdo de doses crescentes de nitroprussiato de sodio (Sigma ChemicalCompany, St.
Louis, MO, EUA), um potente vasodilatador tanto de arteriolas como de veias cuja acéo
se da por meio da ativagdo da guanilato ciclase e aumento da sintese de 3’, 5’-guanosina

monofosfato (GMP ciclico) na musculatura lisa dos vasos e outros tecidos (Figura 10).
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Para avaliacdo da sensibilidade dos pressorreceptores, 0 pico maximo ou minimo
da PAM foi reduzido dos valores de PAM do periodo controle. Da mesma forma, a
variagdo maxima da frequéncia cardiaca foi reduzida dos valores de frequéncia cardiaca
do periodo controle, imediatamente antes da infusdo das drogas, para posterior
quantificacdo das respostas. A sensibilidade barorreflexa foi avaliada pelo indice

calculado através da divisdo da variagdo da FC pela variacdo da PAM.
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Fonte: Laboratério de Hipertensdo experimental. InCor-FMUSP

Figura 10 - Registro da PA e da FC antes e ap6s a administracdo de drogas vasoativas.
llustra 0 comportamento da presséao arterial e da frequéncia cardiaca (setas
vermelhas) ap6s a injecdo de drogas vasoativas (setas pretas). PA=Pressao

Arterial; FC=Frequéncia Cardiaca
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4.8 Avaliacéo da area infartada e da funcéo cardiaca por meio da ecocardiografia

O exame ecocardiogréfico foi realizado no terceiro dia pds infarto para a
quantificacdo da éarea infartada e avaliagdo da funcdo ventricular, seguindo as
recomendacfes da Sociedade Americana de Ecocardiografia(112). Foi utilizado o
equipamento SEQUOIA 512 (ACUSON Corporation, Mountain View, CA), com
transdutor de 15 MHz. As imagens foram feitas a uma frequéncia de 13,0 MHz, para
otimizacdo da resolucdo e penetracdo do animal. Para a aquisicdo das imagens foi
utilizado gel de transmissdo para ultrassom de viscosidade média/alta (General Imaging
Gel, ATL. Reedsville, USA). As imagens foram armazenadas eletronicamente. Os
exames foram realizados por um Gnico observador, com o0s animais anestesiados por
inalacdo de Isoflurano a 2% em fluxo de oxigénio de 0,8 I/min. Apds a sedac¢do os animais
foram colocados em decubito dorsal, em uma mesa cirdrgica apropriada para o
posicionamento do transdutor no hemitorax esquerdo do animal. A regido de infarto foi
delimitada de acordo com a cinética das paredes do miocérdio, avaliadas pelas seguintes
janelas ecocardiogréaficas: longitudinal paraesternal direita, transversal (ao nivel dos
musculos papilares) e apical (2 e 4 camaras). Regides hipocinéticas (espessamento
sistélico abaixo do normal), acinéticas (auséncia de espessamento durante a sistole) e
discinéticas (movimentacdo paradoxal durante a sistole) foram consideradas como
infartadas. A area de acinesia foi calculada como uma relagdo percentual entre a area da
parede sem contracdo (acinética) e a area total do ventriculo esquerdo em corte
transversal.

A partir da visualizacdo do ventriculo esquerdo (sec¢do transversal) ao nivel dos
musculos papilares, as seguintes medidas foram realizadas: didmetro e area diastolica
final, didmetro e area sistolica final e a espessura do septo interventricular e da parede
posterior do ventriculo esquerdo durante a sistole e diastole.

As velocidades do fluxo mitral (velocidades diastélicas precoce (E), contracdo
atrial (A), bem como a relagdo E/A) foram medidas pelo Doppler pulsatil no corte apical
de 4 cdmaras, com a amostra de volume posicionada entre as pontas das cuspides da valva
mitral. Por meio do Doppler, também foi coletado o tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV), um importante marcador da funcdo diastolica cardiaca. As velocidades anulares
diastolicas precoce (¢’) e atrial (a’) foram registradas pelo Doppler tecidual nos cortes

apicais de quatro e duas cdmaras, colocada na jungdo da parede do VE com quatro sitios
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do anel mitral (septal, lateral, anterior e inferior). A média das velocidades nos quatro
sitios representou as ondas e’ e a’ utilizadas para analise no estudo, assim como a relagao

E/e’. Todas as medidas representaram a média de trés ciclos cardiacos.

4.9 Amostragem para obtencao de cortes histologicos

Apos a coleta, os coracdes foram imediatamente fixados em paraformaldeido 4%
em tampao fosfato pH 7,0, por 24 horas. A seguir, foram desidratados em gradiente
alcoolico (70° a 100°), diafanizados em xilol e emblocados em parafina.

Foi necessario obter cortes histoldgicos que passassem transversalmente ao maior
eixo da lesdo. Para tanto, optou-se pelo recorte do material seguindo a técnica de cortes
Verticais Uniformes Randémicos (VUR). Os coragfes foram mantidos sob refrigeracdo
em geladeira por 2 horas para estarem mais duros ho momento do recorte de modo a
conferir maior precisao de corte.

As fatias de tecido foram obtidas randomicamente, porém sempre transversais ao
maior eixo do coracdo. Para tanto, colocou-se o Orgdo sobre o centro de um disco
orientador com marcag6es de linhas radiais ndo equidistantes (113). Usando-se uma
tabela de nimeros randémicos determinou-se aleatoriamente uma direcdo para a primeira
seccao em cada coragdo. A seguir, foram obtidas fatias de 2 mm de espessura de todo o
6rgdo, por meio de seccBes paralelas a essa primeira. As fatias de cada coragcdo foram

entdo cuidadosamente organizadas em sequéncia e numeradas (Figura 11).
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Figura 11 — llustracdo do procedimento para obtencéo das fatias de coragédo, segundo o
método de cortes verticais uniformes randémicos (VUR). O coragdo era
colocado aleatoriamente sobre o disco orientador e a lamina cortante fazia o
primeiro corte no coragédo de acordo com a direcdo "sorteada™ em uma tabela
de nameros randémicos. A seguir, por meio de cortes paralelos a este
primeiro corte, eram obtidas fatias de 2 milimetros de espessura de todo o
orgdo.

Cada uma das fatias foi identificada e incluida em um bloco de parafina, com a
face de corte para baixo. Em micrétomo Leica RM2245A foram obtidos cortes
histoldgicos de 5um de cada uma das fatias de coragcdo, em todos 0s casos, para a
realizacdo de estudos morfoldgicos e morfométricos.

As laminas foram codificadas e o cddigo revelado somente ap6s a obtencdo dos

dados quantitativos para garantir uma andlise cega.

4.10 Coloracéo pela Hematoxilina-eosina e identificacdo histopatolégica

Os cortes histologicos foram desparafinados em xilol, hidratados em gradiente
alcodlico (70° a 100°) e agua e corados durante 2 minutos pela Hematoxilina de Harris.
Os cortes foram entdo lavados em &gua corrente e corados com eosina durante dez
minutos; a seguir, foram lavados em &gua corrente, desidratados em gradiente alcodlico
(95° e 100°), diafanizados em xilol e montados com laminula e entellan para analise

microscopica de rotina.
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4.11 Coloracéo pelo picrossirius-hematoxilina e identificacdo das fibras colagénicas

Os cortes histologicos foram desparafinados em xilol, hidratados em gradiente
alcoolico (70° a 100°) e agua e corados durante uma hora em uma solugéo 0,1% de Sirius
Red dissolvido em solucdo aquosa saturada de &cido picrico. Os cortes foram entdo
lavados em agua corrente e contracorados com hematoxilina de Harris durante dois
minutos; a seguir, foram lavados em &gua corrente, desidratados em gradiente alcodlico
(70° a 100°), diafanizados em xilol e montados com laminula e entellan para analise

microscopica.

4.12 Analise quantitativa das fibras colagénicas

Os preparados histolégicos corados com picrossirius-hematoxilina foram usados
para a quantificacdo das fibras de colageno.

Principio do método: o corante Sirius Red € uma molécula alongada, com seis
grupamentos sulfonicos &cidos e quatro grupamentos cromofoéricos diazdicos.
Demonstrou-se que os grupamentos sulfénicos do corante interagem fortemente com 0s
aminodcidos béasicos das moléculas dos diferentes tipos de colageno, conferindo-lhe
intensa cor vermelha, sendo assim muito apropriado para sua identificacdo em cortes
histologicos (114).

As imagens analisadas foram obtidas em um microscopio de luz Nikon Opitphot,
com a objetiva de 2,5x, e processadas com o auxilio do programa Adobe Photoshop 7.0,
de modo a selecionar, por escala de cores, apenas as fibras colagénicas, visualizadas por

sua intensa coloracdo em vermelho (Figura 12).
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Figura 12 — Micrografia para quantificacdo das fibras de colageno. (A): corte
histoldgico corado com picrossirius-hematoxilina mostrando a regido do
infarto. (B): observa-se a mesma imagem apos o procedimento para selecdo
da area ocupada por colageno. Barra = 500um

As imagens assim obtidas foram transferidas para o programa de analises de
imagens digitais Image J (desenvolvido e disponibilizado para dominio publico pelo
National Institute of Health) que permitiu a estimativa da area da lesdo e da area ocupada
pelo colageno na lesdo. Os resultados foram expressos em porcentagem (area do

colageno/area da lesdo x100).

4.13 Anélise qualitativa das fibras colagénicas

Utilizou-se a microscopia com luz polarizada pela sua capacidade de distingdo das
fibras de colageno brilhando contra um fundo escuro nos cortes corados com picrossirius-
hematoxilina, segundo Jungueira e Montes (115).

Principio do Método: A coloracdo pelo Picrossirius faz com que uma grande
quantidade de moléculas do Sirius Red disponha-se paralelamente as moléculas do
colageno, o que promove um aumento consideravel da birrefringéncia das fibras de
colageno quando observadas na microscopia com luz polarizada. O fendmeno do aumento
da birrefringéncia ocorre exclusivamente com o colageno. Além de se mostrarem
fortemente birrefringentes, as fibras que contém colageno assumem cores e intensidades
de birrefringéncia variadas, resultantes dos diferentes graus de agregacgédo fisica dos

diferentes tipos de colageno (115). Dessa forma, fibras finas, como as presentes no tecido
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de granulacdo jovem, sdo reveladas como estruturas esverdeadas fracamente
birrefringentes, enquanto as fibras grossas, que caracterizam lesdes fibroticas maduras,
definem-se por sua forte birrefringéncia de coloracdo amarela a vermelha (116, 117).

4.14 Avaliagdo de macrofagos M1 (CD68+) e M2 (CD206+) em &rea peri-lesdo de

infarto por meio da técnica de imuno-histoquimica

Apos fixacdo, o tecido cardiaco foi incluido em parafina e cortes com espessura
de 4 um foram fixados as laminas de vidro. Para desparafinacdo, as laminas foram
mantidas por 30 minutos em estufa a 60°C e submetidas a uma bateria constituida por: 3
banhos em xilol absoluto por 9 minutos cada; 2 banhos em alcool absoluto por 5 minutos
cada; e 2 banhos em alcool 96% por 3 minutos cada. Ap6s a remocdo do alcool através
de um banho em agua destilada por 5 minutos, as laminas foram submetidas a recuperacéo
antigénica por meio de vapor a 95° Celsius por 30 minutos em tampé&o alcalino EDTA.

A seguir, os cortes foram mergulhados em uma solucéo de bloqueio de peroxidase
enddgena, composto por metanol e perdxido de hidrogénio (concentragdo final de 3%),
por 30 minutos, e apds lavagem em PBS, foram submetidas a bloqueio com leite molico
6% (Nestlé Brasil LTDA, S&o Paulo, Brasil) e albumina bovina 0,5% (Sigma-Aldrich,
San Louis, EUA) em TBS. Os seguintes anticorpos foram utilizados como primaérios: anti-
CD68 (ab31630, ABCAM, Califérnia, EUA) e anti-CD206 (ab64693, ABCAM,
Califérnia, EUA), nas dilui¢bes 1:100 e 1:800, respectivamente. Apds incubacdo com o
anticorpo primario durante a noite a 4° Celsius, as ldminas foram incubadas com reagentes
do kit Env Flex+, high pH (link) (K800221-2, Dako Co, Dinamarca), sendo reveladas
com o0 mesmo kit e contracoradas com hematoxilina. Como controle positivo para a
padronizacdo dos anticorpos primarios, foi utilizado baco de rato. O controle negativo do
método foi realizado com a omissdo do anticorpo primario.

A andlise quantitativa das células CD68+ e CD206+ foi realizada sob microscopia
Optica. Imagens em 400X de aumento microscépico foram capturadas da regido peri-
lesdo, sendo considerada uma média de 7 campos, dependendo da dimenséo da lesdo. O
foco da lesdo foi identificado pela presenca de necrose. Todos 0S campos eram
obrigatoriamente preenchidos por infiltrados inflamatorios. As células em coradas em

marrom foram contadas e os resultados foram expressos em células positivas por campo.
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4.15. Marcadores sistémicos de estresse oxidativo

Por meio da andlise do plasma dos animais, quantificou-se o estresse oxidativo
sistémico. Foram utilizadas técnicas que se baseiam na avaliacdo de metabolizacdo de
oxido nitrico (concentragdo de nitritos) na avaliacdo de promotores de dano (producdo de
espécies reativas de oxigénio — anions superoxido e peroxido de hidrogénio), na avaliacdo
de inibidores de dano (antioxidantes enzimaticos- superoxido dismutase), e na avaliacdo
de produtos de oxidacdo de biomoléculas (lipoperoxidacéo - téecnica TBARS-substancias

reativas ao acido tiobarbitdrico; e dano a proteina- técnica das carbonilas) (118).

Dosagem de Proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry et al., que utiliza

como padrdo uma solucdo de albumina bovina na concentracdao de 1mg/ml (119).

Dosagem do Perdxido de Hidrogénio

O peroxido de hidrogénio foi mensurado por meio da oxidacdo de vermelho de
fenol mediada pela peroxidase rabanete (HRP), levando a formacdo de um composto
mensuravel de 610nm. O plasma foi incubado por 30 min a 37 °C em tampdo fosfato 10
mmol/lI (NaCl 140 mmol/l e dextrose 5 mmol/l). Os sobrenadantes foram transferidos para
tubos com 0,28 mmol/l de vermelho de fenol e 8,5 U/ml de HRPO. Depois de 5 min de
incubacdo, 1 mol/l de NaOH foi adicionado e os valores de absorbancia da solugédo
medidos a 610 nm. Os resultados foram expressos em pM de H.O> (120).

Superoéxido Dismutase (SOD)

A técnica utilizada foi baseada na inibi¢do da reacdo do radical superdxido com o
piragalol. Uma vez que ndo se consegue determinar a concentragdo da enzima nem sua
atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo, se utiliza a

quantificacdo em unidades relativas. Uma unidade de SOD foi definida como a
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quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidacdo do detector. A
oxidacdo do pirogalol leva a formagdo de um produto colorido, detectado
espectrofotometricamente a 420 nm durante 2 minutos. A atividade da SOD foi
determinada medindo-se a velocidade de formacédo do pirogalol oxidado. No meio de
reacao, foram utilizados 20 pL de plasma 973 pL de tampéo Tris-Fosfato a 50 mmol/L
(pH 8,2), 8 pL de pirogalol a 24 mmol/L, 4 pL de CAT a 30 pmol/L. Esta curva obtida
foi utilizada como branco. Foi também construida uma curva padrdo utilizando trés
concentragdes distintas de SOD (0,25U, 0,5U e 1U), a qual foi utilizada para obter-se a

equacdo da reta para realizacao dos calculos (121).

Medida de Lipoperoxidacdo (TBARS)

Para 0 ensaio das substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico, o 4cido
tricloroacético (20%, p/v), 0 SDS (8,1 %, p/v) e o &cido tiobarbitarico (0,67%, p/v) foram
adicionados ao plasma para precipitar as proteinas e para acidificar as amostras. Esta
mistura foi, em seguida, centrifugada (4000 rpm, 5 min), e a amostra livre de proteina foi
extraida. As amostras foram colocadas no banho (95°C) durante 30 min e ao término
foram colocadas em gelo por 5 minutos. As absorbancias foram medidas a 535nm. Os
resultados foram expressos como micro moles por miligrama de proteina, adaptacdo de
(122).

Capacidade antioxidante (FRAP)

O ensaio antioxidante de determinacdo do poder de reducédo do ion ferro, FRAP (do
inglés Ferric Reducing Antioxidant Power), estd baseado na producéo do ion Fe2+ (forma
ferrosa) a partir da reducdo do ion Fe3+ (forma férrica) presente no complexo 2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ). Assim, a mudanca na absorbancia, é diretamente relacionada ao
poder da reducdo total de doacdo de elétrons antioxidantes presentes na rea¢do. Quando a
reducdo ocorre, ha uma alteragdo na tonalidade da mistura de reacéo, passando de roxo claro
a um roxo intenso. Quanto maior a absorbancia ou intensidade da coloragdo, maior sera o
potencial antioxidante total da amostra. A técnica foi realizada em microplaca, na qual
adicionou-se a 290uL de reativo de FRAP (buffer acetato de sodio e acido acético, pH 3,6;

TPTZ 10mM,; cloreto férrico hexahidratado 20mM) 10 pl de uma solugdo-padréo de sulfato
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ferroso heptahidratado ou 10 puL de amostra. A microplaca foi incubada durante 5 minutos

com agitacdo a 37°C. A leitura foi realizada a 593nm.

Dosagem de Proteinas Oxidadas (Carbonilas)

O ensaio para deteccdo das carbonilas é uma das técnicas utilizadas para a
determinacdo de proteinas modificadas oxidativamente (123). A técnica se baseia na
reacdo das proteinas oxidadas do plasma sanguineo com 2,4 dinitro fenil hidrazina
(DNPH) em meio acido, seguido de sucessivas lavagens com acidos e solventes organicos
e incubagéo final com guanidina. Desta forma, a absorbancia das carbonilas foi medida
em um espectrofotdmetro a 360nm, num meio de reacdo contendo 0s seguintes reagentes-
guanidina (6M) em &cido cloridrico (HCI) (2,5M) pH= 2,5; 2,4 DNPH em HCI (2,5M);
acido tricloroacético (TCA) 20%; TCA 10%; etanol - acetato de etila 1-1 (V/V).
Paralelamente foi construida a curva padrdo de proteina, com albumina, com a

absorbéancia lida em 280nm no espectrofotdmetro.

Dosagem do Anion Super6xido

O anion superoxido foi determinado nos homogenizados pela taxa de oxidacdo da
adrenalina lido em espectrofotdmetro a 480 nm.

4.16. Coleta de tecidos e eutanasia do animal

No quarto dia ap6s o infarto, antes da eutanasia, foram coletadas amostras de
sangue pela canula femoral. O sangue, entéo, foi centrifugado por 15 min a 4.000 RPM,
separando o plasma que foi imediatamente armazenado em freezer -80 °C para posterior
analise dos parametros de estresse oxidativo. Apos a coleta do sangue, os animais foram
eutanasiados por meio de dose letal de anestésico e, a seguir, submetidos a perfusdo do
coragdo para posterior analise de imuno-histoquimica. Utilizou-se clorpromazina
(medicacdo pré-anestésica) na dose de 50 mg/kg (intramuscular), e em seguida

administrou-se pentobarbital na dose de 50 a 80 mg/K. O monitoramento constante do
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animal até a auséncia de reflexos dculo-palpebrais e sensitivos foi realizado para garantir
a total anestesia dos animais, logo entéo foi realizada incisdo abdominal transversal, para
exposicao dos orgaos e se¢do do atrio direito e canulacéo do &pice do ventriculo esquerdo
para perfusdo do animal. O coracdo foi parado em diastole pelo uso de solugdo com
cloreto de potassio (14 mmol em solucéo fisiologica) e perfundido com pressao constante
de 80-90 mmHg por um periodo de 10 a 15 minutos. Apos este periodo, o coragdo foi
perfundido com formol 4% tamponado por mais 10 a 15 minutos. Os tecidos foram
deixados de 24 a 48 horas fixando em formol (4% tamponado) e posteriormente mantidos
em alcool 70%.

Apbs os procedimentos, os animais foram armazenados em sacos leitosos com
identificacdo e refrigerados e, posteriormente foram encaminhados a incineracdo por
meio da concessionaria especializada Loga.

4.17 Anélise estatistica

Para as andlises das medidas descritivas e testes estatisticos, foi utilizado o
programa Stata versdo 15.1. Apds a realizacdo do teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov, os dados foram dispostos e apresentados em média + erro padrdo da média ou
mediana * percentil 25. As comparacdes entre grupos foram feitas por meio da analise de
variancia (ANOVA) seguida de Bonferroni post hoc test, teste t de Student ou teste de

Kruskal-Wallis. O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.



5. RESULTADOS
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A apresentacdo dos resultados foi organizada em dois capitulos distintos: o
capitulo 1 refere-se aos resultados do protocolo experimental e o capitulo 2 refere-se a

revisao sistematica sobre a estimulacao elétrica dos barorreceptores.

5.1 Parte | - Resultados referentes ao protocolo experimental

A amostra total foi constituida por 25 ratos machos da linhagem Wistar,
divididos em trés grupos: grupo SHAM (n=5); grupo IAM (n=10) e grupo IAM+EST
(n=10). O peso médio final foi semelhante entre os grupos (SHAM = 318,5+6,7; IAM =
310,7+11,3 e IAM+EST = 312,5+9,2).

5.1.1 Estimulacéo elétrica do NDA no rato acordado

O primeiro objetivo especifico do estudo foi realizar cinco sessdes de trinta
minutos de estimulacdo do NDA entre os dias 1 e 3 p6s IAM com o rato acordado,
estimulacdo essa capaz de diminuir a pressao arterial média do rato em pelo menos 20
mmHg durante os trinta minutos da sessdo. A Figura 13 apresenta os valores da PAM
durante os trés dias de estimulacdo de uma amostra de dez sessdes cada dia. Observa-se
que a corrente elétrica aplicada (T=0,2 ms, F=20 Hz e 1=0,8 mA) foi capaz de reduzir a
PAM durante o periodo da estimulacdo em mais de 30 mmHg e que ndo houve diferenca

de resposta quando comparados os trés dias de sessoes.
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Figura 13 — Comportamento da Pressdo Arterial Média nos trés dias de estimulacao.
Valores correspondem a média e desvio padrdo de 5 min de registro da PAM
nos periodos PRE, DURANTE e POS estimulagdo; A = varia¢io da média
da PAM durante a estimulacio quando comparada com o periodo PRE
estimulagdo; *=p<0,05 quando comparado o periodo durante a estimulagéo
com os periodos PRE e POS estimulagdo (ANOVA two way, Bonferroni
post hoc test).

A Figura 14 mostra um exemplo do registro da PA de uma sessdo de estimulacao

no terceiro dia. Observa-se nitida queda da PA quando a estimulacdo comeca (seta).

VANDAQ - RS 007 Ultimo dia EStWDQ

i M g

Ul

Figura 14 — Registros da PA no inicio de uma sesséo de estimulag¢do no terceiro dia pds
IAM.
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5.1.2 Valores hemodinamicos, variabilidade do intervalo de pulso e

variabilidade da presséo arterial

Os valores hemodinamicos para cada grupo experimental estdo descritos em
média e erro padrdo da media na Tabela 1. Observa-se que os valores de pressao arterial
(PAS, PAD e PAM) foram significativamente menores nos grupos infartados quando
comparados com o grupo controle (SHAM). A PAD foi significativamente menor no
grupo infartado e estimulado (IAM+EST) quando comparada com a PAD do grupo
infartado nédo estimulado (IAM). Em relacdo a FC, ndo houve diferenca estatisticamente

significante entre 0s grupos experimentais.

Tabela 1 — Pardmetros hemodinamicos coletados no dia 04 p6s IAM nos grupos SHAM,

IAM e IAM+EST
Parametros SHAM IAM IAM+EST
Hemodinamicos (n=5) (n=10) (n=10)
PAS (mmHg) 135,66 + 3,42 117,75+ 3,01 * 11754 +1,22 *
PAD (mmHg) 94,31 £ 2,67 83,68 +£1,78* 77,02 £ 1,59 *¥
PAM (mmHg) 108,09 £ 2,75 95,04 +1,93* 90,53 + 1,30*
FC (BPM) 347,34 + 8,00 381,05 + 16,26 361,22 + 15,52

PAS = Pressao Arterial Sistolica; PAD = Pressdo Arterial Diastolica; PAM = Pressdo Arterial
Média; FC = Frequéncia Cardiaca. Valores apresentados em média + erro padrdao da média. Anova
one way seguida de Bonferroni post hoc test. *=p<0,05 quando comparado com o grupo SHAM.
¥=p<0,05 quando comparado com o grupo IAM.

A tabela 2 apresenta os dados de variabilidade do intervalo de pulso e da
variabilidade da pressao arterial nos trés grupos experimentais. Os valores estdo descritos
em média e erro padrdo da média. O grupo IAM apresentou menor ITR em relacdo ao
grupo SHAM. O ITR do grupo IAM+EST ndo foi diferente do ITR do grupo SHAM, mas
foi significativamente maior que o ITR do grupo IAM. Em relacdo ao IBR, o grupo
IAM+EST apresentou uma maior reducdo da FC por aumento idéntico da PA quando
comparado aos grupos SHAM e IAM (Figura 15). O grupo IAM+EST apresentou uma
melhor sensibilidade barorreflexa espontanea em relacdo ao grupo IAM (ALFA LF
significativamente maior no grupo IAM+EST quando comparado com o ALFA LF do
grupo IAM) (Figura 16).
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O valor de baixa frequéncia (LF nu) apresentou-se aumentado no grupo 1AM
quando comparado com os demais grupos, indicando uma maior modulagdo simpatica.
Da mesma forma, observou-se que o indicador de modulagéo da atividade parassimpaética,
alta frequéncia (HF nu), apresentou-se aumentado nos grupos SHAM e IAM+EST. A
relacdo LF/HF, que reflete o equilibrio simpato-vagal global, apresenta-se elevada no
grupo IAM quando comparada aos grupos SHAM e IAM+EST (Figura 17). Dessa forma,
foi possivel observar que os parametros HF e LF, importantes indicadores da funcao
autondmica, foram semelhantes entre os grupos SHAM e IAM+EST, demonstrando
efeito benéfico da estimulacédo elétrica do NDA na manutencao da modulacéo autonémica
(Tabela 2).

Nos demais parametros de VIP e de VPA estudados ndo foram encontradas
diferencgas estatisticamente significantes.

Tabela 2 — Pardmetros de VIP e de VPA coletados no dia 04 p6s IAM nos grupos SHAM,

IAM e IAM+EST

Parametros SHAM IAM IAM+EST

VFC e VPA (n=5) (n=10) (n=10)
SD RR (ms) 6,04 + 1,04 4,60 + 0,30 6,12 + 0,70
RMSSD (ms) 4,81+ 0,89 3,59 +0,13 5,38 + 0,84
SD PAS (mmHg) 4,22 +1,06 3,44+ 0,20 4,12 +0,31
ITR(BPM/mmHg) 2,79+ 0,58 1,44+020* |3,40+0,18*
IBR (BPM/mmHg) -1,10+0,43 -0,82 +0,15 -3,32+0,43 **
VAR RR (ms?) 32,69 + 4,61 23,16 +2,70 41,44 + 8,18
LF nu 15,57 + 1,11 2584+311* |14,06+165
HF nu 84,43 +1,11 7416 +311* |8594+165¥
VAR PAS (mmHg?) 20,02 + 9,66 11,27 + 1,43 20,96 + 2,41
LF PA (mmHg? 4,74 +1,78 2,59 + 0,36 3,57 0,45
LF/HF 0,18 + 0,015 0,36 +0,066* | 0,16 + 0,022 ¥
ALFA LF (ms/mmHg) | 0,66 + 0,06 0,44 + 0,03 0,82+0,15¥

Valores apresentados em média + erro padrdo da média. Anova one way seguida de Bonferroni
post hoc test. *=p<0,05 quando comparado com o grupo SHAM. *=p<0,05 quando comparado
com o grupo I1AM.
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Figura 15— ITR e IBR coletados no dia 04 p6s IAM nos grupos SHAM, 1AM e
IAM+EST. Valores apresentados em média + erro padrdo da média. Anova
one way seguida de Bonferroni post hoc test. *=p<0,05 quando comparado
com o grupo SHAM. #=p<0,05 quando comparado com o grupo [AM.
IBR=Indice de Bradicardia Reflexa; ITR-Indice de Taquicardia Reflexa
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Figura 16 — Sensibilidade barorreflexa espontanea (Alfa LF) no dia 04 p6s IAM nos
grupos SHAM, IAM e IAM+EST. Valores apresentados em média * erro
padrdo da média. Anova one way seguida de Bonferroni post hoc test.
*=p<0,05 quando comparado com o grupo SHAM. #=p<0,05 quando
comparado com o grupo IAM. LF=Low Frequency
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Figura 17 — Balanco simpatico-vagal global (LF/HF) no dia 04 p6s IAM nos grupos
SHAM, IAM e IAM+EST. Valores apresentados em média * erro padrdo da
média. Anova one way seguida de Bonferroni post hoc test. *=p<0,05
quando comparado com o grupo SHAM. #=p<0,05 quando comparado com
o grupo IAM. LF=Low Frequency; HF=High Frequency.

5.1.3 Parametros ecocardiograficos

A Tabela 3 apresenta os parametros ecocardiograficos que avaliam a funcéo
sistélica e diastolica do VE bem como alguns parametros morfométricos no dia 03 pos
IAM. Os dados estdo dispostos em média e erro padrdo da média. Verifica-se que 0s
grupos infartados 1AM e IAM+EST apresentaram um maior tempo de relaxamento
isovolumétrico quando comparados com o grupo SHAM. Esse indice aumentado esta
relacionado a disfuncdo diastolica cardiaca. No que se refere a funcdo sistolica do
ventriculo esquerdo, a FE é um parametro clinicamente importante e com grande poder
de predicdo de desfecho p6s IAM. Como esperado, o grupo IAM apresentou uma FE
menor quando comparado com o grupo SHAM. No grupo infartado que recebeu o
tratamento com a estimulacéo elétrica do NDA (IAM+EST), a FE ndo diminuiu da mesma
forma como no grupo infartado que n&o recebeu o tratamento (IAM). O grupo IAM+EST
apresentou um valor de FE semelhante ao valor de FE do grupo SHAM (Figura 18). No
mesmo sentido, 0 aumento do didmetro sistolico final no grupo 1AM, quando comparado

com o grupo SHAM, foi atenuado pelo tratamento no grupo IAM+EST. A area de infarto
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medida por meio da ecocardiografia mostrou-se semelhante nos dois grupos infartados,
ambos diferindo do grupo SHAM (Figura 19). Avaliando a relagdo E/E’, um marcador
nédo invasivo da elevacgéo das pressdes de enchimento do VE, verificou-se que o grupo
IAM apresentou um valor dessa relacédo significativamente maior quando comparado com
o grupo SHAM. Apesar do grupo IAM+EST apresentar um valor de relacdo E/E’ média
maior que o grupo SHAM e menor que o grupo IAM, ndo houve diferenca
estatisticamente significante nesse parametro do grupo IAM+EST quando comparado
com os grupos SHAM e IAM (Figura 20). Nao foi encontrada diferenca estatistica

significativa nos demais parametros ecocardiograficos estudados.

Tabela 3 — Parametros ecocardiograficos coletados no dia 03 pés IAM nos grupos
SHAM, IAM e IAM+EST

Parametros SHAM IAM IAM+EST
Ecocardiogréaficos (n=5) (n=10) (n=10)
ADFVE (cm?) 0,435 + 0,0324 0,411 + 0,0335 0,450 + 0,0435
CDVE (cm) 2,388 + 0,0955 2,321 +£0,0978 2,398 + 0,0972
ASFVE (cm?) 0,172 +£0,0278 0,232 +£0,0217 0,230 + 0,0342
CSVE (cm) 1,500 £ 0,1210 1,744 £ 0,0792 1,740 £ 0,1147
Septo D (cm) 0,161 + 00,0103 0,157 + 0,0573 0,116 + 0,0085
DDVE (cm) 0,711 +0,0157 0,748 + 0,0455 0,751 + 00,0258
PPD (cm) 0,160 + 0,0087 0,165 + 0,0115 0,176 £ 0,0128
DSVE (cm) 0,364 + 0,0202 0,553 + 0,0363* 0,504 + 0,0359
Onda E (cml/s) 79,46 + 49793 83,08 + 6,2740 99,04 + 11,0480
Onda A (cm/s) 47,98 + 7,2823 44,64 +6,2194 55+ 7,2128
REL E/A 1,741 + 0,1564 2,115+ 0,2783 1,879 + 0,1360
TRIV 0,020 = 0,0009 0,026 + 0,0012* 0,027 + 0,015*
Onda S’ (cm/s) 3,688 + 00,1269 2,979 + 0,3026 3,218 £ 0,2453
Onda E’ (cm/s) 5,426 + 0,6907 5,314 + 0,8617 5,048 + 0,837
Onda A’ (cm/s) 4,774 +0,8567 4,844 + 0,5861 5,088 + 1,032
E/E’ 11,20 + 0,59 24,24 + 3,64* 19,40 £ 2,96
RR () 0,167 + 0,0099 0,159 + 0,0070 0,155 + 0,009
Area Infarto (%) | 0,78 +0,48 23,97 + 2,09* 2328 +1,87*
FE (%) 60,466 + 5,2199 43,490 + 2,0368* | 52,775+ 3,824

Valores apresentados em média * erro padrdo da média. Anova one way seguida de Bonferroni

post hoc test. *=p<0,05 quando comparado com o grupo SHAM.
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Figura 18 — Fracdo de ejecdo do VE medida por meio da ecocardiografia no dia 04 pds
IAM. Valores expressos em média e erro padrdo da média da % do volume
diastdlico final que foi ejetado. Anova one way seguida de Bonferroni post
hoc test. *=p<0,05 quando comparado com o grupo SHAM.
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Figura 19 — Area de infarto medida por meio da ecocardiografia no dia 04 p6s IAM.
Valores expressos em média e erro padrdo da média da % do VE infartado.
Anova one way seguida de Bonferroni post hoc test. *=p<0,05 quando
comparado com o grupo SHAM.
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Figura 20 — Relagao E/E’ medida por meio da ecocardiografia no dia 04 p6s IAM.
Valores expressos em média e erro padrdo da média da % do VE infartado.
Anova one way seguida de Bonferroni post hoc test. *=p<0,05 quando
comparado com o grupo SHAM. E/E’= marcador ndo invasivo da elevagédo
das press@es de enchimento do VE.

5.1.4 Avaliacdo histopatoldgica da leséo

A reacdo tecidual a lesdo seguiu um padrao estrutural semelhante, tanto naqueles
animais estimulados como nos animais nao estimulados, ou seja, o tecido inflamatério se
infiltrou na lesdo e houve a promocdo das etapas classicas do reparo tecidual do tipo
inflamatdrio dos tecidos que ndo apresentam regeneracao.

De forma geral, foram identificadas, na regido do infarto, as trés zonas
resultantes da reacdo a injdria do tecido muscular estriado: zona central (ZC), a zona de
reparo (ZR) e a zona das células musculares preservadas (ZP), como mostra a Figura 21.

A presenca de neovascularizacdo (tipica do tecido de granulacdo) pode ser
observada na zona de reparo da leséo nos dois grupos. No entanto, no grupo IAM+EST
0S neovasos ja estdo repletos de hemacias, configurando a presenga de circulagédo
sanguinea, enquanto que, no grupo infartado ndo estimulado, o processo de

neovascularizagdo se encontra ainda em fase inicial (Figura 22).
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Figura 21 - Fotomicrografia de um corte histolégico (corado com HE) obtido da area do
infarto. Esta imagem foi escolhida para ilustrar o aspecto histoldgico do
reparo. Observa-se toda a extensdo da lesdo em corte transversal. Notam-se
as trés regides caracteristicas do processo de reparo muscular: a zona central
(ZC) representada pelo depdsito de fibrina e células inflamatérias; a zona de
reparo (ZR) caracterizada pela grande quantidade de células inflamatdrias, e
a zona preservada (ZP), mais periférica, com cardiomiocitos integros. Notar
o orificio deixado pelo fio de sutura (seta) na zona central.
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Figura 22 - Fotomicrografias representativas da zona de reparo dos cora¢fes dos animais
do Grupo IAM (A) e IAM EST (B). Nota-se a auséncia de hemécias na luz
dos neocapilares (setas) no Grupo IAM, enguanto que no Grupo IAM EST
observa-se a grande quantidade de hemaécias (que aparecem como
corpusculos fortemente eosinéficos) preenchendo a luz dos neovasos (setas),
0 que corresponde a traducdo morfoldgica do reestabelecimento da circulagdo
local na zona de reparo do coracgéo dos animais estimulados. Coloragdo HE;
Barras = 100um.
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Avaliacdo da organizagéo e distribuicdo das fibras de colageno

As laminas coradas pelo Picrossirius-hematoxilina foram examinadas sob luz
convencional e sob luz polarizada para identificacdo do grau de agregacao e disposi¢édo
das fibras colagénicas.

A andlise dos coracbes do grupo SHAM, corados com Picrossirius
hematoxilina, mostra finas fibras de colageno dispostas paralelamente ao maior eixo dos
cardiomidcitos. Além disso, ha um delgado estrato de fibras de colageno no epicéardio e
no endocardio. Quando estes mesmos preparados foram examinados sob luz polarizada,
pode-se evidenciar as fibras de colageno finas, fracamente birrefringentes amareladas
(Figura 23), formando um arcabouco delicado de sustentacdo e transmisséo das forgas
contrateis.

Quando se examinaram os cortes histoldgicos de coracdo dos animais do Grupo
IAM ndo foram observadas fibras colagénicas na zona central. Ja na zona de reparo, estas
fibras apareceram espessas, ocupando também parte da zona preservada adjacente a leséo.
Sob luz polarizada, mostraram-se como fibras grossas, fortemente birrefringentes
avermelhadas, caracteristicas dos tecidos cicatriciais (Figura 24).

Por sua vez, a analise da distribuicdo do colageno nos cora¢des obtidos do Grupo
IAM+EST mostrou também auséncia de fibras na zona central. Porém, tanto na zona de
reparo com na zona preservada adjacente a lesdo, o colageno se depositou sob a forma de
fibras finas dispostas paralelamente entre si, diferindo daquele aspecto fibrotico

encontrado no Grupo IAM (Figura 25).
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Figura 23 - Corte histoldgico de coragdo de animal SHAM, corado com Picrossirius-
hematoxilina. Em (A), observacdo com luz convencional e em (B) com luz
polarizada. Em (A), veem-se fibras de colageno, coradas em vermelho
(seta), dispostas paralelamente aos cardiomiocitos. Em (B), estas mesmas
fibras mostram-se finas e de fraca birrefringéncia.

Figura 24 - Corte histolégico de coragdo de animal do grupo IAM, corado com
Picrossirius-hematoxilina. Em (A), sob luz convencional, veem-se muitas
fibras coladgenas na zona de reparo (ZR) e na zona preservada (ZP)
adjacente. Em (B), 0 mesmo corte sob luz polarizada, mostra que que estas
fibras s&o grossas, com forte birrefringéncia de cor avermelhada e estéo
dispostas paralelamente entre si com o aspecto das fibras colagenas tipicas
dos tecidos fibroticos cicatriciais.
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Figura 25 - Corte histoldgico de coracdo de animal do grupo IAM+EST, corado com
Picrossirius-hematoxilina. Em (A), sob luz convencional, nota-se a
presenca de poucas fibras colagénicas tanto na zona de reparo (ZR) como
na zona preservada (ZP). Em (B), o0 mesmo corte sob luz polarizada, mostra
que, embora em maior quantidade, as fibras de colageno tém um aspecto
estrutural que se assemelha mais ao colageno do coracdo do grupo SHAM.

Andlise quantitativa das fibras de colageno

A figura 26 apresenta o percentual de colageno por campo da lesdo. O grupo
IAM apresentou um valor percentual de colageno maior que o grupo SHAM e IAM+EST.
Verifica-se que a estimulacdo foi capaz de reduzir significativamente a deposicdo de

colageno na lesdo avaliada no quarto dia p6s IAM.
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Figura 26 — Percentual de colageno na lesdo nos grupos SHAM, IAM e IAM+EST.
Valores apresentados em média + erro padrdo da média. Anova one way
seguida de Bonferroni post hoc test. ¥*=p<0,05 quando comparado com o
grupo SHAM. #=p<0,05 quando comparado com o grupo IAM.
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5.1.5 Avaliacéo da proporcédo de Macréfagos M1(CD68+) e macrdfagos
M2(CD206+) na regido peri-lesdo do IAM por imuno-histoquimica

A andlise quantitativa das células CD68+ e CD206+ foi realizada sob
microscopia oOptica. Imagens em 400X de aumento microscopico foram capturadas da
regido peri-lesdo, sendo considerada uma média de 7 campos. A tabela 4 apresenta a
média e o erro padrdo da média do nimero de células por campo na regido peri-lesdo nos
grupos 1AM e IAM+EST. Observa-se um menor nimero por campo de macrofagos M1
no grupo IAM+EST quando comparado com o grupo IAM (Figura 27 e 28). Quando
avaliado o numero de macrdéfagos M2 na regido peri-lesdo, verificou-se um maior nimero
por campo dessas células no grupo IAM+EST quando comparado com o grupo 1AM
(Figura 29 e 30).

Tabela 4 — Numeros de macréfagos por campo nos grupos IAM e IAM+EST

Macrofagos IAM IAM+EST
(n=09) (n=09)
CD68+ (n° de células/campo) | 131,13+11,75 95,46+ 16,27*
CD206+ (n° de células/campo) | 96,38+ 22,35 143,69+15,23*

Valores apresentados em média + erro padrdo da média. Teste t de student para
grupos independentes. *=p<0,05
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Figura 27 — Numero de macréfagos M1 por campo na regido peri-lesdo dos grupos
IAM e IAM+EST. Valores apresentados em média + erro padrdo da média.
Teste t de student para grupos independentes. *=p<0,05
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Figura 28 - Imuno-histoquimica para marcacdo de células CD68+, macr6fagos M1.
Padrao observado de distribuicéo de infiltrado de macrofagos M1 em tecido
cardiaco infartado para os grupos IAM (A) e IAM+EST (B).
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Figura 29 — Numero de macréfagos M2 por campo na regido peri-lesdo dos grupos
IAM e IAM+EST. Valores apresentados em média * erro padrdo da média.
Teste t de student para grupos independentes. *=p<0,05
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Figura 30 - Imuno-histoguimica para marcagdo de células CD206+, macrofagos M2.
Padréo observado de distribuicdo de infiltrado de macréfagos M2 em tecido
cardiaco infartado para os grupos IAM (A) e IAM+EST (B).

5.1.6 Marcadores sistémicos de estresse oxidativo

A tabela 5 mostra os parametros plasmaticos de estresse oxidativo. Os valores
estdo expressos em média + erro padrdo da média. Quando avaliada a atividade da
superoxido dismutase (SOD) (importante antioxidante), observa-se que o grupo |IAM
apresenta uma reducdo na atividade dessa enzima quando comparado com 0 grupo
SHAM. A estimulacdo do NDA melhorou essa atividade de maneira estatisticamente
significante no grupo IAM+EST em relacdo ao grupo IAM, mas ndo de maneira suficiente
paratornar essa atividade semelhante a do grupo SHAM (Figura 31). Os grupos infartados
(IAM e IAM+EST) apresentaram um maior valor de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) quando comparados com o valor do grupo SHAM (Figura 32).
Observa-se um aumento estatisticamente significante no contetdo de proteinas oxidadas
(carbonilas) do grupo IAM quando comparado com o grupo SHAM. A estimulagéo
elétrica do NDA diminuiu significativamente esse tipo de dano proteico (Figura 33).
Avaliando-se a concentragdo de anion superoxido, o grupo 1AM apresentou uma maior
concentragdo quando comparado ao grupo SHAM. O grupo IAM+EST apresentou uma
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concentragdo de O,  semelhante a do grupo SHAM e significativamente menor que a do

grupo IAM (Figura 34). Nos demais parametros de estresse oxidativo, ndo foi observada

diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

Tabela 5 — Marcadores sistémicos de estresse oxidativo nos grupos SHAM, IAM e

IAM+EST

Parametros de estresse SHAM 1AM IAM+EST

oxidativo (n=5) (n=10) (n=10)
H202 (UM) 5,54 £ 0,47 6,16 £ 0,49 547 £1,17
SOD (USOD/mg) 6,22 £ 0,22 5,16 £ 0,06* 5,55 + 0,04**
TBARS(umoles/mg) 0,47 +0,01 0,62 + 0,02* 0,62 +0,03*
FRAP (mM Fe (ii)) - 0,16 £ 0,04 0,16 £ 0,05
Carbonilas(nmol/mg) 1,66 + 0,22 2,24 + 0,09* 1,96 £ 0,07
02" (mmoles/mg) 1,23 + 0,08 1,5 +0,03* 1,26 + 0,05*

Valores apresentados em média + erro padrao da média. Anova one way seguida de Bonferroni
post hoc test. *=p<0,05 quando comparado com o grupo SHAM. *=p<0,05 quando comparado

com o grupo IAM.
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Figura 31 — Atividade da SOD nos grupos SHAM, IAM e IAM+EST. Valores
apresentados em média + erro padrdo da média. Anova one way seguida de
Bonferroni post hoc test. *=p<0,05 quando comparado com o grupo
SHAM. #=p<0,05 quando comparado com o grupo IAM. SOD=Superdxido

Dismutase.
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Figura 32 — TBARS nos grupos SHAM, IAM e IAM+EST. Valores apresentados em
média £ erro padrdo da média. Anova one way seguida de Bonferroni post
hoc test. *=p<0,05 quando comparado com o grupo SHAM. TBARS=
substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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Figura 33 — Conteudo de proteinas oxidadas (carbonilas) nos grupos SHAM, IAM e
IAM+EST. Valores apresentados em média + erro padrdo da média. Anova
one way seguida de Bonferroni post hoc test. *=p<0,05 quando comparado
com o grupo SHAM.
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Figura 34 — Concentracdo de anion superdxido nos grupos SHAM, IAM e IAM+EST.
Valores apresentados em média + erro padrdo da média. Anova one way
seguida de Bonferroni post hoc test. *=p<0,05 quando comparado com o
grupo SHAM. #=p<0,05 quando comparado com o grupo IAM.
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Abstract

Introduction: Heart failure (HF) is associated with high mortality and morbidity rates
despite the advances in medical therapies. Baroreflex activation therapy (BAT)
seems to restore the sympathovagal balance responsible for the symptoms and
progression of the disease.

Objective: To retrieve and assess the available data in the literature about the
safety and efficacy of BAT in HF patients, through a rapid systematic review of
clinical studies.

Methods: Rapid systematic review of literature. Searched electronic databases
included: PubMed, EMBASE, CENTRAL, Scopus and Web of Science using Mesh
and free terms for HF and BAT. No language restriction was used for the searches.
We included full peer reviewed publications of clinical studies (randomized or not),
including patients with HF undergoing BAT, with or without control group, assessing
safety and efficacy outcomes. One reviewer conducted the analysis of the selected
abstracts and the full-text articles, performed data extraction and evaluated the
methodological quality of the selected articles. The methodological quality was
assessed according to the Cochrane Collaboration instruments. A descriptive
summary of the results is provided.

Results: Of the 441 citations screened, 10 publications were included (three were
only conference abstracts), reporting data from three studies. Only one study was a
RCT. The BAT procedure requires a learning curve; however, the procedure seems
to be safe when performed by a well-trained multi professional team. An 86% rate of
system and procedure-related complication-free was reported, with no cranial nerve
injuries. Improvements in NYHA class of HF, quality of life, six-minute walk test, and
hospitalization rates; as well as in MSNA. No meta-analysis was conducted due to
the lack of homogeneity across studies.

Conclusion: BAT procedure seems to be safe if appropriate training is provided.
Improvements in clinical outcomes were described in all included studies. However,
several limitations do not allow us to make conclusive statements on the efficacy of

BAT for HF. New well-designed trials are still needed.

Key-words: heart failure, baroreflex activation therapy, rapid review.
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Introduction

Mortality, morbidity and healthcare costs related to heart failure (HF) remains
unacceptable high although the advances in the medical field (1,2). The symptoms
and the progression of the disease is promoted by sympathovagal imbalance,
including an excessive activation of the sympathetic and inhibition of the
parasympathetic nervous system (3,4). In this context, baroreflex activation therapy
(BAT), which is a treatment based on the stimulation of the baroreceptors located at
the carotid sinus (5) and supposedly restores sympathovagal balance, has been
reported in the literature (6,7).

Large animal studies demonstrated a survival benefit when compared to
untreated controls, as well as improvements in cardiac function, susceptibility to
ventricular arrhythmias (8—10). The first-in-human study (6), which was a single
center, open label trial including 11 patients, was published in 2014. The study
included patients with NYHA class lll, ejection fraction lower than 40%, optimized
medical therapy, and ineligible for cardiac resynchronization. The results showed
that BAT was safe and provided chronic improvements in muscle sympathetic nerve
activity (MSNA), quality of life and functional capacity (6).

In 2015, the first randomized clinical trial (RCT) was published in the literature
including 76 patients underwent to BAT and 70 controls. Similarly, the study showed
that BAT is safe and improves functional capacity, quality of life, exercise capacity,
N-terminal pro-brain natriuretic peptide, and possibly the burden of heart failure
hospitalizations (7).

Although the promising result, it is still unclear in the literature the effect of
BAT in patients with heart failure. Thus, the aim of this study was to retrieve and
assess the available data in the literature about the safety and efficacy of baroreflex
activation therapy in heart failure patients, through a rapid systematic review of

clinical studies.
Methods
Protocol and registration

This rapid review was designed using as guidance the Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (11) and is registered in


https://paperpile.com/c/5dLkSD/6UIa+EiXv
https://paperpile.com/c/5dLkSD/vbLT+m0it
https://paperpile.com/c/5dLkSD/7x4o
https://paperpile.com/c/5dLkSD/o5vW+8zw2
https://paperpile.com/c/5dLkSD/N1cz+fm8a+igdN
https://paperpile.com/c/5dLkSD/o5vW
https://paperpile.com/c/5dLkSD/o5vW
https://paperpile.com/c/5dLkSD/8zw2
https://paperpile.com/c/5dLkSD/S3Px
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the Prospero (International Prospective Register of Systematic Reviews) database
(12), under the code [].

Eligibility criteria

We included full peer reviewed publications of clinical studies (randomized or
not), including patients with HF undergoing BAT, with or without control group,
assessing safety and efficacy outcomes. Abstract from conferences were included if
they provided enough information to judge eligibility and evaluate the outcomes. We

excluded case reports and literature reviews.

Information sources and literature search

We searched the following electronic databases: PubMed, EMBASE,
CENTRAL, Scopus and Web of Science. In addition, we searched the references of
the included articles manually, as well as performed a citation analysis of the
included studies using google scholar. The initial search comprised the Mesh term
"Heart Failure" followed by its related entry terms and other free terms, and free
terms related to “baroreflex activation therapy”. We did not use limits for language or

date when conducting the searches.

Study selection

Titles and abstract of the retrieved articles were independently evaluated by
one reviewer. Abstracts which do not provide enough information regarding the
eligibility criteria will be kept for full-text evaluation. One reviewer evaluated full-text

articles and determine study eligibility.

Data abstraction

One reviewer conducted data extraction and included: study title, author,
journal and year of publication, study design, population, inclusion and exclusion
criteria, study arms and sample size, intervention description, outcomes definitions,
measurement and results (as presented in the included studies), and follow-up

period.


https://paperpile.com/c/5dLkSD/tNZr
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Risk of bias assessment

To assess the risk of bias of the RCT, we used the Cochrane Risk of Bias tool
which considers bias related to selection, performance, detection, attrition, reporting
and other possible (13). For the non-randomized studies, we used the ROBINS-I tool
(Risk Of Bias In Non-randomized Studies - of Interventions), also from Cochrane
Collaboration (14). The following types of bias were considered: bias due to
confounding, bias in selection of participants into the study, bias in classification of
interventions, bias due to deviations from intended interventions, bias due to missing
data, bias in measuring of outcomes, bias in selection of the reported result, and

overall bias. The evaluation was conducted independently by one reviewers.

Synthesis
Descriptive analyses of studies will be performed including study

characteristics and main results.

Results

Study selection

Our search strategies yielded 441 citations from the five electronic databases.
After excluding duplicates and screening titles and abstracts for eligibility, 20
publications were kept for full text evaluation. Finally, 10 publications were included
in our rapid review, representing data from 3 studies. Figure 1 demonstrates the

study selection process.


https://paperpile.com/c/5dLkSD/nEjF
https://paperpile.com/c/5dLkSD/HZUN
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Figure 1: Study selection process

c TOTAL OF 441 RECORDS
£ PubMed: 68 records
§ Embase: 141 records
= Scopus: 146 records
2 CENTRAL: 29 records
- Web of Science: 57 records
> 47 Duplicates removed

. \J
£
c
E 394 Records after duplicates removed
3

. 374 Records excluded based on review of title

o and/or abstract
> Y
:'S, 20 Full-text articles for eligibility assessment
w

1 Review of literature
5 Abstracts which the corresponding full-text were
> already published and included in our review
1 Did not report any outcomes of interest

o Y 4 Duplicate data
g
E 10 publications included (Data from 3 studies)

Study characteristics

First study (reported in 3 publications and 1 conference abstract)

Gronda et al (2014) (6) was the first-in-human study evaluating BAT for HF
published in the literature. The study included a series of 11 patients and reported a
6-month follow-up. A year later, another publication (15) reported the long-term
follow-up of this study, including results at 12 and 21+5 months after intervention. In
2016, another article (16) reporting data from the same study was published.
However, this publication added data from 9 controls, who were treated congestive
HF patients to assess the effects of chronic baroreceptor activation on arterial
stiffness. In 2017, the authors published an abstract in a conference (17) reporting
the 42-month follow-up of those 11 patients. The main characteristics of these

publications are described in Table 1.


https://paperpile.com/c/5dLkSD/o5vW
https://paperpile.com/c/5dLkSD/0FHL
https://paperpile.com/c/5dLkSD/ECaZ
https://paperpile.com/c/5dLkSD/dFg2
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Second study (reported in 4 publications and 1 conference abstract)

Study from Abraham et al (2015) (7), named HOPE4HF, was the first and only
RCT found in the literature assessing BAT for HF patients. The study included 140
patients, mostly males, with a mean EF of 24+£7%. Still in 2015, a sub analysis of this
RCT, study from Zile et al (18) was published comparing patients with or without
cardiac resynchronization therapy (CRT). In 2016, Weaver et al (19) published the
intraoperative experience and the 12-month safety and efficacy results of the
HOPEA4HF trial. A year after, Watcher et al (2017) (20) presented an abstract in a
conference reporting another sub analysis of the HOPE4HF trial comparing patients
with systolic blood pressure equal or lower to 16 mmHg with greater than 16 mmHg.
Last, Halbach et al (2018) (21) published one more sub analysis of the same trial in
the literature, separating patients with or without coronary artery disease. The main

characteristics of these publications are described in Table 1.

Third study (reported in 1 conference abstract)

Mueller-Ehmsen et al (2015) (22) published an abstract in a conference
reporting the European experience with BAT in HF with reduced EF. The abstract
included the results of 57 patients from centers in Germany, Italy and France. We
could not find a full text of this study; thus, we understand it was not published yet.

The main characteristics of this study are described in Table 1.


https://paperpile.com/c/5dLkSD/8zw2
https://paperpile.com/c/5dLkSD/chgz
https://paperpile.com/c/5dLkSD/fUjK
https://paperpile.com/c/5dLkSD/TMXZ
https://paperpile.com/c/5dLkSD/EWd6
https://paperpile.com/c/5dLkSD/eLkD
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Risk of bias

Risk of bias was assessed in Gronda et al (6,15,16,23) and HOPE4HF
(3,7,18-20) studies. We did not assessed risk of bias of the Mueller-Ehmsen et al
(2015) (22) because the abstract did not provide enough information to allow it. The
study from Gronda et al was considered of low risk of bias due to confounding,
selection of participants, missing data, and selection of the reported result; and of
moderate risk of bias due to classification of intervention, deviations from intended
interventions, and measuring of outcomes. HOPE4HF trial was considered of low

risk of bias related to selection, performance, detection, attrition and reporting.

Synthesis of results

Safety

Both, study from Gronda and the HOPE4HF trial, used the same delivery
system, the Barostim neo, CVRX, Inc, Minneapolis, MN, USA. The system consists
of a pulse generator similar in size and shape to an implanted defibrillator coupled
with a carotid sinus lead. The device is implanted subcutaneously in the right or left
pectoral region with the lead tunneled from a small (2.5 — 5 cm) cutaneous incision to
affix over the ipsilateral carotid bifurcation. Safety related to this system has been
previously reported (24) and comparable to a pacemaker. Study from Mueller-
Ehmsen et al (22) did not report details on the BAT system used, however it
mentions that the system safety profile is similar to a pacemaker. Thus, we believe
they may have used the same system in their study. Table 2 describes the system

and procedure-related events reported in the included studies.


https://paperpile.com/c/5dLkSD/o5vW+0FHL+ECaZ+cQ6n
https://paperpile.com/c/5dLkSD/8zw2+chgz+fUjK+TMXZ+vbLT
https://paperpile.com/c/5dLkSD/eLkD
https://paperpile.com/c/5dLkSD/wdlY
https://paperpile.com/c/5dLkSD/eLkD
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Table 2: Summary of the reported system and procedure-related events reported in

the included studies

Study, Year Number of BAT system
patients
submitted
to BAT

System and procedure-related events

Gronda et al 11 Barostim neo, CVRYX, Inc,
(6,15,16,23) Minneapolis, MN, USA

1 reported event. The patient experienced
anemia requiring a transfusion during the
implant. The patient recovered with no residual
effects.

HOPE4HF study 71 Barostim neo, CVRYX, Inc,
(3,7,18-20) Minneapolis, MN, USA

The rate of freedom from system and
procedure-related complications was 86%
through 12 months. There were 2 MANCE
events (hematomas) which occurred during
the 6 first months after BAT. In addition, the
study reported 3 more events: urinary tract
infection secondary to urinary retention,
hypotension and transection of the transverse
cervical skin nerve. The complications that did
occur were generally mild and short-lived.

Mueller-Ehmsen 57 Details are not reported in
et al (22) the abstract.

The abstract did not report any events neither
data on safety. It is only mentioned that the
system safety profile was similar to a
pacemaker.

BAT: baroreflex activation therapy; MANCE: major adverse neurologic and cardiovascular events

Efficacy

Changes in NYHA class

NYHA HF class measurement was reported in all three studies, and in 9 of

the 10 publications. Gronda et al (6,15) reported improvements in NYHA class of HF

at 3, 6 and 21.5+4.2-month follow-ups. The report of the 4-year follow-up did not

show data on this outcome. Improvements in class of HF were also demonstrated in
the original publication (7) and all the sub analyses (3,18—-20) of the HOPE4HF
study, in patients undergoing BAT at 6 months when compared to baseline.

Similarly, the study from Mueller-Ehmsen et al (2015) (22) reported also reported

improvement of NYHA class of HF at 6-month follow-up. Detailed data on this

outcome is shown on Table 3.

Quality of life

Quality of life was measured in the three studies and reported in all

publications. Improvements in this outcome were described in all comparison, except


https://paperpile.com/c/5dLkSD/o5vW+0FHL+ECaZ+cQ6n
https://paperpile.com/c/5dLkSD/8zw2+chgz+fUjK+TMXZ+vbLT
https://paperpile.com/c/5dLkSD/eLkD
https://paperpile.com/c/5dLkSD/o5vW+0FHL
https://paperpile.com/c/5dLkSD/8zw2
https://paperpile.com/c/5dLkSD/chgz+fUjK+TMXZ+vbLT
https://paperpile.com/c/5dLkSD/eLkD
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for patients making use of cardiac resynchronization therapy undergoing BAT, when
compared to controls (patients making use of cardiac resynchronization therapy

undergoing BAT) (P=0.23). Details on quality of life results are described in Table 2.

Six-minute walk test

Six-minute walk test was applied in all studies and results were available in all
publications. Most of the reported improvements in this outcomes, except for three
patients group: patients making use of cardiac resynchronization therapy undergoing
BAT, when compared to controls (patients making use of cardiac resynchronization
therapy not undergoing BAT) (P=0.38); patients with systolic blood pressure less
than 116mmHg undergoing BAT, when compared to controls (patients with systolic
blood pressure less than 116mmHg not undergoing BAT) (P=0.08); and patients
without coronary artery disease undergoing BAT, when compared to patients without
coronary artery disease not undergoing BAT (P=0.84). These results are described

in detail in Table 2.

Hospitalization

Hospitalization was described in two studies and seven publications. Most of
the publications reported lower rates of hospitalization after BAT. There was no
difference when compared patients making use of cardiac resynchronization therapy
undergoing and not undergoing BAT, patients not making use of cardiac
resynchronization therapy undergoing and not undergoing BAT, patients with
coronary artery disease undergoing BAT or not, and patients without coronary artery
disease undergoing BAT or not. Details on the hospitalization rates presented in

each publication are described in Table 2.
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Other reported outcomes

Besides the reported outcomes above, the publications from Gronda et al
(6,15,16,23) reported a serial measurement of muscle sympathetic nerve
activity (MSNA). At a six-month follow-up, the study demonstrated a reduction
from 45.1+7.7 to 31.3+8.3 bursts/min and from 67.6+12.7 to 45.1+11.6
bursts/100 heartbeats, decreases of 31% and 33%, respectively (P<0.01). The
decrease was sustained through over the long-term follow-up (21.5+4.2) with a
difference of -15£2.6 bursts/min (P<0.001) and -24.7+4.3 bursts/100 heartbeats
(P<0.001). At the 4-year follow-up, the study reported a measure of 26+3, which
was also significantly different from baseline (P<0.001).

The study from Gronda et al (2016) (16) also reported the effects of
chronic carotid baroreceptor activation on arterial (aortic) stiffness in HF. Aortic
stiffness was evaluated by pulse wave velocity (PWV) between the carotid and
the femoral artery of the same side. The study reported non-significant change
in PWV at the third month evaluation after BAT. Similarly, no differences were

reported in the control group.

Discussion

This review summarized the available evidence on the use of BAT for
patients with HF. The results indicate that the therapy is safe and improve
clinical outcomes such as NYHA class of HF, quality of life, six-minute walk test,
and hospitalization rates; as well as in MSNA. The study evaluating arterial
stiffness did not report any changes after therapy. The only RCT available
reported an 86% rate of system and procedure-related complication-free, with
no cranial nerve injuries.

The baroreceptors located at the carotid sinus have a well-known
influence on the central autonomic nervous. Besides it, the sympathovagal
imbalance plays in the progression of HF does. In this context, BAT consists in
the stimulation of baroreceptors at the carotid sinus in order to decrease
sympathetic and increase parasympathetic tone and, ultimately, provide
additional beneficial effects on patients with HF (3,25).

Up to now, most of the studies in human subjects evaluating BAT

focused on patients with resistant hypertension. A recent meta-analysis (26)
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published in the literature assessing safety and efficacy of BAT in patients with
resistant hypertension demonstrated that systolic and diastolic blood pressure
decreased in patients who underwent BAT as early as 3 months and sustained
up to 24 months after therapy (26). The review included 12 studies in the
gualitative analysis and 5 in the meta-analysis.

In the HF field, although the promising results, there is much yet to learn
to achieve conclusive results about the use of BAT for HF patients. Since the
first-generation system, surgery duration, complexity and the safety of BAT
system have improved significantly. The procedure is unique and requires a
multiprofessional team. The available data indicates that, with proper training,
the procedure is safe with a short-learning curve (19). In terms of efficacy,
improvements in clinical outcomes have been reported in the included studies,
as mentioned above. However, a pivotal trial is still need to make assertive
conclusions.

This study has some limitations important to mention. Only 3 studies are
available in the literature answering our review research question, and only one
of them was designed as an RCT. In addition, three of the 10 included
publications were only abstracts published in conferences and not peer review
publications. The small sample size and the heterogeneity across the included
studies lacked the power to make conclusive statements.

Importantly, we designed our study as a rapid systematic review. We did
perform all the steps of a traditional systematic review; however, they were
executed by only one reviewer. This approach has been previously described in
the literature and its value has been recognized by important organizations,
such as the Cochrane Collaboration. A rapid review has a shorten time of
execution, making it possible to obtain results timely and with reduced costs.

Despite those limitations, to our knowledge, this is the first review using a
systematic methodology which aimed to retrieve and report the available data
on the safety and efficacy of BAT for patients with HF. We believe that our study
can provide significant information to support future clinical trials and registries
in this area.

In conclusion, the results of this review suggest that BAT is safe and

improves clinical outcomes in HF patients. Although the promising results, there
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is currently insufficient evidence on the safety and efficacy of BAT for patients
with HF to draw meaningful conclusions. Further high-quality RCTs with long

term follow-up are still needed in order to obtain conclusive results.
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Um dos mais intrigantes processos da neuromodulacao é a habilidade do sistema
nervoso regular a imunidade inata e modular a inflamacdo (108). Existem trés vias
principais de neuromodulacdo: o eixo hipotaldamico-pituitaria-adrenal (124), a via anti-
inflamatoria colinérgica vagal (24, 125), e a via esplénica simpatica anti-inflamatdria
(126). A modulacdo vagal da resposta inflamatoria e o potencial beneficio dessa
modulacdo em diferentes modelos experimentais de sindromes inflamatdrias vem sendo
amplamente estudada nos Gltimos anos (127-131). Estudos recentes tém demonstrado que
a estimulacdo vagal por meio da administracdo oral de brometo de piridostigmina em
modelos de infarto experimental em ratos, foi capaz de modular a resposta inflamatéria
apos o IAM bem como prevenir melhorar aspectos do reparo tecidual como a deposi¢édo
de colageno (19, 132). Bassi, et. al. (133), estudou o efeito da ativacdo barorreflexa em
processo inflamatorio de articulagbes em ratos acordados. Ele demonstrou que o efeito
anti-inflamatorio periférico da ativacdo dos barorreceptores foi devido a diminuicao do
drive simpatico para o joelho, o que revelou uma nova rede neuronal no controle da
inflamac&o periférica. O presente estudo foi o primeiro a testar o efeito da ativacdo do
sistema barorreflexo na modulacdo da resposta inflamatéria apdés 1AM em ratos. A
ativacdo desse sistema apresenta algumas vantagens sobre a estimulacao vagal no que se
refere a modulagdo autonébmica. Enquanto a estimulacdo vagal age no ramo
parassimpatico do sistema nervoso auténomo e possui efeitos efetores muitas vezes
indesejaveis sobre as visceras, a estimulacdo do nervo depressor adrtico é mais seletiva e
age sobre 0 SNC (portanto aferente) modulando assim tanto o sistema nervoso autdbnomo
simpatico como o sistema nervoso autdnomo parassimpatico por resposta efetora do SNC.
E importante ressaltar também, que nosso trabalho foi o primeiro e tnico que conseguiu
estimular o nervo depressor aortico de forma direta e continua por 30 minutos, duas
sessOes por dia, durantes trés dias consecutivos com o rato acordado. A técnica de
estimulacao elétrica utilizada no presente estudo foi desenvolvida e aprimorada no nosso
laboratorio. A mesma difere-se das demais técnicas ja publicadas na literatura (108, 133)
principalmente no que se refere ao tipo de corrente e a manipulacdo dos parametros da
corrente elétrica utilizados.

A figura 35 mostra o resumo dos resultados do presente estudo em cada aspecto

estudado e que sera discutido posteriormente.
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Figura 35- Resumo dos principais resultados do estudo. Seta Vermelha=p<0,05 (IAM ou



115

Valores hemodinamicos, variabilidade do intervalo de pulso e variabilidade da

pressdo arterial

Quando avaliada a PAS nos grupos experimentais no quarto dia pés IAM o
presente estudo constatou uma diminuicdo da PAS nos grupos infartados quando
comparados com o grupo SHAM. Essa diminuicdo da PAS é esperada devido a lesdo
cardiaca e acaba gerando uma taquicardia reflexa compensatéria. O inicio imediato da
taquicardia pés IAM e sua atenuacdo progressiva foi observada em estudos anteriores
(134, 135). Apesar de ndo ser encontrada diferenca estatisticamente significante na FC
entre 0s grupos avaliados, percebe-se que ambos os grupos infartados apresentam uma
maior FC média em relacdo ao grupo SHAM. O grupo IAM+EST apresentou uma
reducdo dessa taquicardia compensatdria quando comparado com o grupo IAM. Essa
diminuicdo na taquicardia compensatoria pode estar relacionada com o valor de PAD
significativamente menor no grupo IAM+EST quando comparado aos demais grupos.
Esses dados sugerem que a pds carga (resisténcia vascular periférica) possa estar
diminuida no grupo estimulado, possivelmente por diminuicdo da modulagdo simpatica.
A PAM foi significativamente menor nos grupos infartados quando comparados com o
grupo SHAM. A ativacdo simpatica e parassimpatica para 0 coragdo e vasos trabalham
em sincronia para a manuten¢do da homeostase dentro de limites adequados e necessarios
para prover aporte sanguineo para todo o corpo (136). Portanto, a manutencéo de reflexos
normais de ajuste da pressdo sanguinea € de fundamental importancia para a homeostase
cardiovascular (137). Na fase aguda do 1AM, hiperatividade simpatica parece ser uma
adaptacdo para compensar a reducdo da performance mecanica cardiaca a fim de manter
0 débito cardiaco e a pressdo sanguinea em condicOes de manter a perfusdo tecidual (137).
No entanto, em fases mais tardias p6s 1AM, o aumento do drive simpatico pode levar a
varias consequéncias deletérias para o cora¢do, incluindo a facilitacdo de taqui-arritmias
e 0 aumento do consumo de oxigénio no miocardio. Portanto, varios processos
adaptativos sdo ativados para restaurar o equilibrio autonédmico normal ao longo do tempo
(138, 139). Em um estudo publicado em 2014 com ratos wistar, demonstrou-se que 0
drive de ativacdo simpatica estd aumentado logo aos 30 min pds oclusdo da coronaria e
pode se manter aumentado por 4 semanas pos IAM (140). No presente estudo utilizamos
a variabilidade do intervalo de pulso e a variabilidade da presséo arterial para acessar a

modulacdo autonémica e a sensibilidade esponténea dos barorreceptores, bem como a
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injecdo de drogas vasoativas para avaliar a sensibilidade induzida dos barorreceptores.
Assim como Passamani, et. al., 2014 (140), no presente estudo, encontrou-se um aumento
da modulagdo simpética p6s IAM. Observou-se que 0s componentes de LF apresentaram-
se aumentados no grupo IAM quando comparado com o grupo SHAM. Quando avaliados
os componentes de LF do IP no grupo IAM+EST, os mesmos foram estatisticamente
menores quando comparados com os valores do grupo 1AM, assemelhando-se aos valores
de LF do grupo SHAM. Esse achado sugere que a estimulagdo elétrica foi capaz de
reverter ou prevenir o aumento da modulacéo simpatica provocado pelo IAM. Quando
avaliados os componentes de HF do IP, observou-se que o componente HF do grupo
IAM+EST foi estatisticamente maior quando comparado com o grupo IAM,
assemelhando-se com o valor do componentes HF do grupo SHAM. Esses dados deixam
evidente a capacidade da estimulacéo elétrica do NDA em modular a resposta adaptativa
do sistema nervoso autdnomo frente ao estimulo da isquemia cardiaca. Conforme citado
anteriormente, foi avaliada no presente estudo a sensibilidade espontanea e induzida dos
barorreceptores. Estudos prévios demonstraram uma sensibilidade barorreflexa
diminuidas p6s IAM em ratos, com uma recuperagdo progressiva ao padrdo normal em
até 8 semanas apos o infarto (134, 141). A sensibilidade barorreflexa induzida, avaliada
no presente estudo, foi representada pelos indices de taquicardia e bradicardia reflexas.
Observou-se que o grupo IAM+EST apresentou um indice de taquicardia reflexa
estatisticamente maior que o grupo IAM e semelhante ao grupo SHAM no quarto dia p6s
IAM. Quando avaliado o indice de bradicardia reflexa, o grupo IAM+EST apresentou um
indice estatisticamente menor quando comparado com o grupo IAM e quando comparado
com o grupo SHAM. Ja a sensibilidade barorreflexa espontanea foi avaliada pela relagao
Alfa LF. O grupo IAM+EST apresentou uma sensibilidade barorreflexa espontanea maior
quando comparado com o grupo IAM. Aires, et. al., 2017 (142), quando estudou a
cronologia das mudancas na variabilidade de IP e de PA em ratos pos infarto do
miocérdio, observou uma atenuacdo do componente LF da VPA. No presente estudo ndo
foram observadas diferencas estatisticas nas varidveis de VPA estudadas. Quando
estudada a variabilidade do IP no dominio do tempo, nosso estudo observou que, apesar
de ndo haver diferenca estatistica, 0 grupo IAM+EST apresentou valores médios mais
altos de SDRR e RMSSD quando comparado com os demais grupos estudados. Os dados
do presente estudo referentes a hemodindmica e a variabilidade do IP e PA, sugerem

fortemente que a estimulacéo elétrica dos aferentes barorreceptores modula as adaptagdes
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hemodindmicas e autonémicas na fase aguda do reparo do miocardio pos infarto

experimental em ratos.

Parametros Ecocardiograficos

A ecocardiografia desempenha um papel crucial na avaliagdo da funcdo
ventricular sistolica, na identificacdo de cardiopatias estruturais e na avaliagdo
hemodinamica, incluindo a classificacdo da disfuncédo diastolica (143). A ecocardiografia
prediz de maneira satisfatoria o tamanho da area de infarto na fase aguda e cronica pos
ocluséo da coronaria (144). No presente estudo a ecocardiografia foi realizada no terceiro
dia pés IAM. Observou-se a presenca de area de infarto nos grupos IAM e IAM+EST.
N&o houve diferenca de area infartada no terceiro dia pdés 1AM entre os grupos 1AM e
IAM+EST. Com relacdo as variaveis morfofuncionais avaliadas por meio da
ecocardiografia no terceiro dia pds infarto, observou-se uma reducdo significativa da
fracéo de ejecdo no grupo IAM quando comparado com os grupos SHAM e IAM+EST.
Apesar de ndo haver diferenca em area de infarto entre os grupos infartados, o grupo 1AM
apresentou uma reducao significativa na fracdo de ejecdo quando comparada ao controle
enquanto a mesma foi preservada no grupo IAM+EST, pois ndo foi diferente
estatisticamente do grupo controle. Esse dado corrobora o achado de Li, et. al., 2015
(145), que demonstrou uma maior fracdo de ejecdo em ratos infartados tratamos com
estimulacdo vagal quando comparados aos ndo estimulados. Verificou-se ainda que o
diametro sistélico do VE foi maior no grupo IAM quando comparado com o grupo
SHAM. Houve preservacdo do didmetro sistdlico no grupo IAM+EST, o que, juntamente
com uma pressdo de enchimento preservada, pode justificar a ndo diminuicdo da fracdo
de ejecdo no grupo IAM+EST. Quando se analisou a funcéo diastdlica do VE no presente
estudo, foi possivel observar que os dois grupos infartados apresentaram um valor de
TRIV maior que o grupo SHAM. Néo houve diferencga dos valores de TRIV entre os dois
grupos infartados. Outro pardmetro utilizado no presente estudo para avaliar a funcéo
diastolica foi a relacao E/E’. Varios estudos tém validado e confirmado a correlagao dessa
razdo com a pressdo de enchimento, bem como seu poder de predicdo (146, 147). No
presente estudo, verificou-se que o grupo IAM apresentou uma maior relagio E/E’
quando comparado com o grupo SHAM. A estimulacdo elétrica do nervo depressor
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adrtico parece ter conservado essa relagdo no grupo IAM+EST. Os achados do presente
estudo evidenciam que a estimulacéo elétrica do NDA de certa forma preservou a fungéo
ventricular do grupo IAM+EST, mostrando-se uma abordagem importante na prevencéo
ou resolucdo de complicacgdes pds IAM.

Avaliacdo histopatoldgica da lesdo - colageno

O conteudo de colageno desempenha papel critico na manutencéo da arquitetura
e da funcéo cardiaca. No processo de remodelacao, entretanto, pode ocorrer desequilibrio
entre a sintese e degradacdo do coldgeno com diversos efeitos deletérios (34). Dessa
forma, 0 manejo em pacientes infartados deve incluir a modulagao terapéutica da matriz
de colageno no miocardio que deve ser tracada no sentido de preservar a matriz fisiologica
de colageno cardiaco e prevenir ou eliminar o acumulo patoldgico de tecido fibrético (35).
Os blogueadores da ECA e os bloqueadores beta-adrenérgicos tém encontrado uma
importante aplicagdo clinica no controle do remodelamento ventricular e prevencéo da IC
apos infarto do miocéardio (IM) (148-150). Lembrando, portanto, que tanto a ativacéo do
sistema renina angiotensina como a hiperatividade simpatica, que normalmente ocorrem
ap6s o IAM, podem contribuir para o aumento do coldgeno e consequentemente da
hipertrofia compensatoria.

Adicionalmente, um dos mecanismos que pode estar participando dessa resposta
de deposicdo do colageno no miocéardio infartado é a atividade dos barorreceptores, cuja
resposta as variagdes espontaneas ou induzidas da PA estdo reduzidas em comparagdo
aos individuos intactos.

Nesse sentido, um estudo conduzido pelo nosso laboratorio, demonstrou que a
desnervacéo sino-adrtica (privacao da atividade barorreflexa) gerou um remodelamento
cardiaco concéntrico em ratos hipertensos, com aumento do diametro dos cardiomidcitos
e importante crescimento do conteldo de colageno (151). Em contraste, no presente
estudo, onde estimulou-se eletricamente o NDA (responsavel pela aferéncia
barorreceptora), foi possivel observar que houve uma menor deposicéo de colageno no
grupo IAM+EST quando comparado com o grupo IAM (ndo estimulado). Além de menor
conteudo de colageno, observou-se também no grupo IAM+EST um aspecto estrutural
que se assemelha mais ao colageno do coracdo do grupo SHAM. Em contraste, no grupo
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IAM essas fibras possuem uma estrutura mais grossa e com o aspecto das fibras
colagenas tipicas dos tecidos fibroticos cicatriciais. Esses achados evidenciam que 0s
barorreceptores desempenham um papel importante tanto em um remodelamento
adaptativo do miocéardio a uma disfuncdo cadiovascular (como por exemplo na
hipertensdo) como no reparo de uma lesdo cardiaca (que é o caso do IAM). De fato,
trabalho anterior de nosso grupo, mostra que o prejuizo adicional da funcdo dos
barorreceptores induzido pela desnervacgdo sinoadrtica apds IAM modifica a expressédo da
serca e de outras proteinas associadas ao célcio prejudicando ainda mais a fungéo cardiaca
desse grupo (152).

Avaliacdo da proporcdo de macrofagos na regido peri-lesdo do 1AM por imuno-

histoquimica

A isquemia do miocéardio desencadeia uma resposta bifasica das células
circulantes; um estégio inicial pro-inflamatorio apresentando infiltragdo de neutrofilos e
macrofagos M1 seguido por uma subsequente resposta com recrutamento de macrofagos
M2 ndo-inflamatorios (18, 153). Um estudo prévio com estimulacdo vagal direta verificou
a reducdo na infiltragdo de neutrdfilos e macrofagos na area de infarto em um modelo de
isquemia/reperfusdo (154). Esse achado corrobora o resultado encontrado no presente
estudo, onde observou-se um menor nimero de macréfagos M1 por campo na regido peri-
infarto no grupo IAM+EST quando comparado com o grupo IAM. Calvillo et. al., 2011
(155), verificou que a estimulagdo vagal, através de sua ag&o nicotinica, reduz a area de
infarto e limita o processo inflamat6rio em um modelo de isquemia/reperfusédo. Leblond,
et. al., 2015 (156), estudou os efeitos da deplecdo de macréfagos M2 no processo de
reparo pos IAM em camundongos e seus achados indicaram que uma deplecdo direta dos
macrofagos M2 facilita a persisténcia de macrofagos M1 e retarda a resolucdo da
inflamac&o pos IAM.

Um estudo conduzido por Rocha, et. al., 2016 (132), encontrou uma maior
quantidade de macréfagos M2 na regido peri-infarto no terceiro dia pés IAM em ratos
tratados com estimulagdo vagal por administracdo de um agente periférico inibidor da
colinesterase. O mesmo resultado foi encontrado no presente estudo, onde verificou-se

um maior numero de macréfagos M2 por campo de regido peri-lesdo no grupo IAM+EST
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quando comparado com o grupo IAM. Esses achados indicam que a resposta inflamatdria
apos IAM se modificou em favor dos macrofagos M2 e que, embora ndo se tenha
observado reducdo da area de infarto, esses achados podem estar associados a preservacao
de um colageno mais funcional no grupo estimulado. Resultados semelhantes foram
observados previamente por nosso grupo publicados no trabalho de Bezerra, et. al., 2017
(19), que pesquisou os efeitos anti-inflamatdrios da administracdo de brometo de
piridostigmina (estimulador vagal) durante a fase proliferativa do reparo cardiaco pos
IAM em ratos e encontrou uma distribuicdo diferente dos macr6fagos M1 na regido peri-
infarto, mas ndo houve diferenca estatistica quanto a contagem dos mesmos entre 0s
grupos tratado e ndo-tratado. No que se refere a contagem de macrofagos M2, 0 mesmo
estudo mostrou um maior nimero desses macr6fagos no grupo tratado com brometo de
piridostigmina. Nesse sentindo, verifica-se que a modulacdo autondmica, seja por
estimulacao vagal (elétrica ou medicamentosa) ou por modulacdo da atividade periférica
do vago (e do simpatico) sobre o coracdo (estimulacdo do NDA), interfere no processo
inflamatorio pés 1AM diminuindo a infiltracdo de macr6fagos M1 e antecipando o
aparecimento de macréfagos de acdo anti-inflamatoria M2.

Marcadores sistétmicos do estresse oxidativo

O estresse oxidativo € uma condicdo na qual substancias oxidantes exercem
efeitos deletérios em componentes celulares ou por sua producdo aumentada, e/ou por
alteracdo nos mecanismos celulares de protecdo contra os mesmos. Em condig¢des
normais, existe um equilibrio entre a producdo e remocdo das espécies reativas de
oxigénio (EROs). Se houver uma producdo excessiva de EROs e/ou 0 mecanismo de
defesa antioxidante for ineficiente, ocorrera estresse oxidativo (157, 158).

Durante a isquemia cardiaca, a producdo de EROs é aumentada e ocorrem
alteracfes nos mecanismos antioxidantes. S&o vérias as possiveis fontes de producado das
EROs, como o anion superoxido (O2-) e o peroxido de hidrogénio, no coracdo (157),
entre as quais se destacam a mitocondria, o endotélio e as membranas das células do
miocardio (159-161).

A producgéo aumentada do anion superdxido no infarto se origina de neutrofilos

ativados e da auto oxidagéo de catecolaminas via formagdo de adrenocromo (162, 163).
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O anion superoxido também pode ser produzido via ciclooxigenase no metabolismo do
acido araquidonico durante a isquemia (160-162, 164). Ao avaliar-se 0s marcadores
sistémicos de estresse oxidativo no presente estudo, apesar de ndo termos observado
aumento significante de peroxido de hidrogénio pos infarto do miocérdio, encontrou-se
um aumento de anion superoxido no grupo IAM quando comparado ao grupo SHAM.
Esse achado estd de acordo com o disposto acima quando avaliados os marcadores de
estresse oxidativo em estdgios agudos da leséo e inicio do reparo. Esse aumento do anion
superoxido produz um efeito cardiotoxico e potencialmente induz a um maior dano ao
miocardio (163, 165). Nesse sentido, foi observado no grupo IAM um aumento sistémico
de proteinas oxidadas (carbonilas) e de lipoperoxidacdo (TBARS) quando comparado ao
grupo SHAM, o que indica um maior dano oxidativo em biomoléculas. Como citado
anteriormente, durante o processo isquémico, além da producdo de EROs estar
aumentada, também encontramos uma alteracdo nos mecanismos de defesa contra esses
oxidantes.

Os mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo apresenta-se em duas
formas: antioxidantes enzimaticos e antioxidantes ndo-enzimaticos. Os antioxidantes
enzimaticos incluem a superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT). Os antioxidantes ndo-enzimaticos sdo representados por compostos
sintetizados pelo organismo como, 0s hormonios sexuais, &cido Urico, melatonina,
vitamina E e a glutationa reduzida (GSH) ou ingeridos através da dieta ou via
suplementacdo (vitamina C, vitamina E, beta caroteno e grupos fenois de plantas) (166).
As enzimas de detoxificacdo de EROs, como SOD e CAT, sdo a primeira linha de defesa
celular contra a lesdo oxidativa, decompondo 0 O2- e H202 antes de interagir para formar
o radical hidroxila mais reativo (-OH) (167, 168). Quando avaliada a defesa antioxidante
nos grupos experimentais do presente estudo, apesar de néo ter sido observada diferencas
na defesa antioxidante ndo enzimatica (FRAP), verificou-se uma diminuicdo da atividade
da SOD no grupo IAM quando comparado com os demais grupos.

Diante do cenario apresentado no grupo IAM referente aos marcadores
sisttmicos de estresse oxidativo - aumento de pré oxidantes, diminuicdo da atividade
antioxidante, com consequente aumento de dano oxidativo, infere-se duas possibilidades:
a enzima estaria sendo “consumida” para prevenir um aumento desse dano oxidativo; ou
a baixa atividade enzimética antioxidante estaria favorecendo um aumento de EROs.

Quando se avalia esses marcadores sisttmicos de estresse oxidativo no grupo IAM+EST,
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verifica-se que esse grupo apresentou uma menor producdo de anion superdxido, bem
como apresentou reducdo de proteinas oxidadas. Além disto, a atividade da enzima
antioxidante SOD foi maior no grupo IAM+EST quando comparado com o grupo |IAM.
Dessa forma, verificou-se que estimulacdo elétrica dos aferentes dos barorreceptores
modulou a producdo de EROs e a atividade enzimatica antioxidante no quarto dia pds
IAM. Os achados do presente estudo em relacdo aos marcadores de estresse oxidativo
sistémicos estdo de acordo com os resultados em coracdo de Bezerra, 2017 (19). Bezerra
avaliou os marcadores de estresse oxidativo no ventriculo esquerdo de ratos infartados e
infartados tratados com brometo de piridostigmina (um potente estimulador vagal) e
encontrou um aumento de proteinas oxidadas bem como uma diminuicéo da atividade da
enzima SOD nos ratos infartados ndo tratados. A estimulagcdo vagal com brometo de
piridostigmina foi capaz de aumentar a atividade da enzima SOD e diminuir o contetdo
carbonilico de proteinas. Um estudo com modelo de infarto em camundongo e
estimulacdo nervosa vagal sugeriu que o sistema nervoso central modula o status redox
cardiaco e o estimulo adrenérgico, e assim suprime a geracdo de EROs no coragao em
remodelamento (30). Outro estudo revelou que a estimulacao vagal exerce cardioprotecédo
por prevencdo da disfuncdo mitocondrial cardiaca em modelo suino de lesdo de isquemia
e reperfusdo miocéardica (169). Os resultados do presente estudo, no que se refere aos
marcadores sistémicos do estresse oxidativo, sugerem que a estimulacdo elétricado NDA
que leva as informac0es dos barorreceptores ao sistema nervoso central, modula o estresse

oxidativo em ratos infartados no quarto dia pés infarto experimental.

O presente estudo foi pioneiro na avaliagdo do efeito da estimulag&o elétrica do
nervo depressor aodrtico na modulacdo da resposta inflamatéria pés 1AM em ratos.
Recentemente, muitas pesquisas tém estudado a neuroimunomodulacdo, e cada uma tém
aberto caminho para entendermos melhor como ocorre essa integracdo. Muitos estudos
confirmam que a estimulagdo vagal, por meio da ativacdo da via anti-inflamatoria
colinérgica, modula o processo inflamatorio agudo e crénico em diferentes patologias. O
presente estudo apresentou uma nova abordagem na modulacdo da inflamagdo em uma
fase inflamatoria aguda de origem isquémica. A estimulacdo elétrica dos aferentes
barorreceptores, mostrou-se eficaz no aumento da modulacdo parassimpatica e

diminuicdo da modulacdo simpatica pés IAM mostrando uma possivel relacdo entre o
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aumento da modulacdo vagal (aqui avaliada pelo componente HF do IP) sobre a reducéo

da resposta inflamatdria e sua repercussdo nessa condicao.



CONCLUSAO
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Os dados do presente estudo sugerem fortemente que a estimulacao elétrica do
ADN foi capaz de modular a resposta inflamatéria p6s infarto agudo do miocérdio em
ratos. Os ratos infartados receberam 5 sessfes de trinta minutos de estimulacdo elétrica
continua e direta do NDA que foi capaz de diminuir a PAM em pelo menos 20 mmHg e
também foi capaz manté-la nessa queda minima durante toda a sessdo. A modulacéo
autondmica pos IAM acessada por meio da VIP e da VPA mostrou que os ratos que foram
submetidos as sessdes de estimulacdo elétrica do NDA apresentaram uma modulagao
parassimpatica maior e uma modulagédo simpatica menor que os ratos ndo estimulados. A
sensibilidade barorreflexa induzida e espontanea foi maior no grupo estimulado quando
comparado ao ndo estimulado. Os ratos infartados estimulados apresentaram melhores
valores de funcdo sistolica e diastolica do VE que os ratos ndo estimulados, parametros
esses obtidos por meio da ecocardiografia no terceiro dia pés IAM. Os ratos infartados
estimulados apresentaram uma menor deposi¢do de colageno quando comparados com 0s
ratos ndo estimulados. Esses, apresentaram uma deposicdo de coldgeno mais intensa
(fibrose intersticial) principalmente em &reas preservadas de miocérdio. Os ratos ndo
estimulados apresentaram um maior estresse oxidativo sisttmico quando comparados
com os ratos estimulados. A regido peri-lesdo dos ratos estimulados apresentou uma
menor infiltragdo de macrofagos M1 inflamatorios e uma maior infiltracdo de macrdfagos
anti-inflamatorios M2 quando comparados com os ratos ndo estimulados.

Dessa forma, podemos concluir que a modulacdo da resposta inflamatéria pela
estimulacao elétrica dos aferentes dos barorreceptores que possivelmente se deu por meio
do aumento da modulacgéo vagal foi capaz de modificar favoravelmente o curso natural
da resposta “a isquemia coronariana em ratos. Novos estudos sao necessarios para avaliar
os efeitos dessa estimulacdo elétrica do NDA em fases mais avancadas de reparo e
remodelamento cardiaco pds IAM elucidando os desfechos clinicos dessa modulagéo

precoce da resposta inflamatoria.
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Anexo 1 - Folha de Aprovacéo do projeto pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (CEUA SDC 4052/14/032)

_ e
MEDICINA

ST
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A CEUA do Comité de Btica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sio Paulo, em 10/06/2014, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n®
065/14 intitulado: “Efeitos da estimulagiio do nervo depressor adrtico na
modulagiio da resposta inflamatéria pos infarto agudo do miocdrdio em
ratos” que utilizard 50 animais da espécie rato, apresentado pelo Departamento de
Comissfio Cientifica do INCOR,

Cabe a0 pesquisador elaborar ¢ apresentar a CEUA-FMUSP, o
relatorio final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos pars o Uso Cientifico de

Animais - Lei N 11,794 -8 de outubro de 2008),

Pesquisador (a) Responsavel: Maria Cliudia Costa Irigoyen
Pesquisador (a) Executante: Rodrigo Schmidt

CEUA-FMUSP, 10 de Junho de 2014
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Coordenador
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