Raquel Nitrosi de La Fuente

Impacto da preservacao parassimpatica sobre os
aspectos morfofuncionais cardiacos em ratos
infartados

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo
para a obtencao do titulo de Doutor em
Ciéncias

Area de concentragdo: Cardiologia.
Orientadora: Profa. Dra. Maria Claudia
Irigoyen

Sao Paulo
2008



Raquel Nitrosi de La Fuente

Impacto da preservacao parassimpatica sobre os
aspectos morfofuncionais cardiacos em ratos
infartados

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo
para a obtencao do titulo de Doutor em
Ciéncias

Area de concentragdo: Cardiologia.
Orientadora: Profa. Dra. Maria Claudia
Irigoyen

Sao Paulo
2008



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacdo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo

@reproducio autorizada pelo autor

Fuente, Raquel Nitrosi de la
Impacto da preservacio parassimpatica sobre os aspectos morfofuncionais
cardiacos em ratos infartados / Raquel Nitrosi de La Fuente - 530 Paulo, 2008.
Tese(downtorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo.
Departamento de Cardio-Pneumologia.
Area de concentracio: Cardiologia.
Ormentadora: Maria Claudia Ingoven.

Descritores: 1. Brometo de piridostigmina/administracio & dosagem
2 Isquemia miocardica 3 Ratos Wistar

USP/EFM/SBD-440/08




Dedico esta tese aos meus pais e avos

Meus queridos mestres, que me amaram, me desejaram e me deram
oportunidades..... me ensinaram que a vida ¢ uma escola e que temos que vive-la
intensamente com humildade, dignidade, honestidade, pureza, respeito e
determinagdo. A voces que abdicaram de sonhos, privaram-se de desejos por
mim...... Que me acolheram em momentos de dor e me incentivaram, ds vezes com
um olhar, quando o mundo parecia ruir...O que posso dizer..... Muito obrigada!!!

Devo a voces tudo o que sou e tudo o que construi.... Adoro voces!!! Minha

gratid&o e respeito ¢ 0 minimo que posso retribuir.



Agradecimentos

Ao Grande Mestre... Deus, por ser generoso e me ofertar a oportunidade
de viver e encontrar em minha vida pessoas as quais me fizeram crescer tanto
de forma suave quanto mais bruscas... € assim moldar quem sou hoje.

A Profa. Dra. Maria Claudia Irigoyen que me ajudou a trilhar este
caminho arduo da pesquisa e do ensino. Acreditou em mim como aluna e
pessoa, investindo anos de convivéncia, dedicagao e carinho. Inspiragdo em
momentos dificeis e harmoniosos durante todos estes anos. Um muito obrigada
€ 0 minimo que tenho a dizer.

A Profa. Dra. Silvia Lacchini que desde o inicio ensinou, orientou e
discutiu.... Exemplo de determinagao, persisténcia e conhecimento. Presente
nos momentos importantes, apoiando e aconselhando sempre como amiga e
professora, obrigada por tudo.

Ao Prof. Dr. Pedro Paulo da Silva Soares que desde o inicio da minha
vida académica esteve presente ensinando e orientando; e hoje, me ajudando
na conclusao deste trabalho. Obrigada.

A minha irma Sofia que sempre esteve presente.... amiga, companheira e
conselheira e que me deu um irmao postico € um amigo querido, meu cunhado
Clemilson. Amo vocés!!!

As minhas amigas e irmas Alessandra, Amanda, Fernanda, Lais e Vivian

que em pouco tempo de convivencia se tornaram fundamentais em minha



vida... me ajudam, aconselham e me acolheram nos momentos mais dificeis de
minha vida... obrigada!!

A amiga Paula que sempre esteve ao meu lado e incondicionalmente me
ajudou, apoiou e aconselhou, uma verdadeira irma que a vida me deu.

A amiga Thais confidente, carinhosa... e especial, me ajudando e
ensinando, é um presente té-la ao meu lado.

Ao amigo Leandro, uma pessoa especial que me ajudou e me ensinou
muitas coisas. Esteve presente nos momentos dificeis e felizes desta
caminhada.

Ao amigo Cristiano que me aconselhou, escutou, brigou e acolheu
sempre, uma pessoa maravilhosa que considero um irmao.

Aos amigos Bruno, Georgia (“minha filhota”), lvana e Raquel... sempre
dispostos e trabalhadores..... ajudando, e acolhendo sempre, sem eles nada
disso seria possivel.

A Elenice, minha mée postica..... que devo falar!!l Obrigada...

Ao Edson.... meus eternos agradecimentos e respeito.... Obrigada
professor por tudo!!!!

A Vera e Fumio (in memorian) por me acolherem, ensinarem,
aconselharem, enfim, por tudo......... Amo vocés!!!

Ao pessoal do laboratério pelo socorro e apoio durante a elaboracao da
tese.

Ao pessoal do biotério por todo o trabalho que eles desenvolvem para

que as pesquisas se desenvolvam.



A Fundacdo de Amparo e Pesquisa do Estado de Sao Paulo

(FAPESP) pela concessao da bolsa de Doutorado



Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento

desta publicagao:

Referencias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors

(Vancouver)

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Servico de Biblioteca e

Documentacao. Guia de apresentacdo de dissertacées, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A.L. Freddi, Maria
F. Crestana, Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso, Valeria

Vilhena. 2a ed. Sao Paulo: Servico de Biblioteca e Documentacao; 2005.

Abreviaturas dos titulos de periodicos de acordo com List of Journals Indexed in

Index Medicus



SUMARIO

Lista de figuras
Lista de tabelas

Lista de simbolos e abreviaturas

Resumo

Abstract

T INTRODUGAOQ ...ttt 2
1.1 Controle da pressao arterial ... 2
1.2 Infarto do MIOCArdIO .......coeviiiiiiiiee e 5
1.3 Estimulacgao colinérgica por brometo de piridostigmina .................. 7

2 OBUETIVOS ...ttt nne e e 12
V=8 0] 0 1O 14
3.1 AnIMais ULIIZAAOS ...eeeeiiiiiiiieiee e 14
3.25equUéncia experimental...........cueiiiiiiiiii e 14
3.2.1 Seqgléncia experimental grupo 7 dias de tratamento .................. 15
3.2.2 Seqgléncia experimental grupo 21 dias de tratamento................. 16
3.2.3 Seqléncia experimental grupo 42 dias de tratamento................. 17
3.2.4 Tratamento com Brometo de Piridostigmina ...........cccooeeviiiinneee 17
3.2.5 Procedimentos CirlrgiCOS. .......oouuveieiee e eiiiiiiee e e e eeee e e 18

3.2.5.1 INdUGA0 dO INfAMO.....eeiiiiiiiiiiiie e 18



3.2.5.2 Cateterizacao da artéria e veia femorais ........ccccceeeveeerveeeeeenenn. 20
3.2.6 Medidas de pressao arterial e freqliéncia cardiaca...................... 21
3.3 Procedimentos experimentais relativos ao estudo da funcao

ventricular e caracterizagdo hemodinamica dos grupos estudados

(o] o= 1170 1 TSP 23
3.3.1 Cateterizagdo do Ventriculo esquerdo.........ccccoeriieeeeeiiniiieenenn. 23
3.3.2 Avaliacao da pressao intraventricular ...........cccccvveeeeeeeieiiiieiiinnnes 24
3.3.3 Medidas morfofunCioNais ............eeeeeiiiiiiiiieni e 25
3.3.3.1 Ecocardiografia ..........eeeeeeiaiiiieiee e 25
3.3.3.2 Avaliacéo histologica da area de infarto .........cccccvveeeeeveeeennnnnn. 28

3.4 Procedimentos experimentais relativos ao estudo da funcao
autonOmica (ODJETIVO 2) ..oeeieieieiie e 30
3.4.1 Analise de variabilidade das medidas hemodinamicas ............... 30

3.4.1.1 Andlise tempo-freqiiéncia da variabilidade da pressao arterial

e da freqliéncia cardiaCa ........cccccuurreiiiiiiiieiecee e 30
3.4.1.2 Avaliacéo da sensibilidade barorreflexa ........cccccceeeveeeeninnnnnnn. 35
3.4.1.3 Bloqueio autONOMICO......ciiiiiiiiieee ettt e e 37
3.4.1.4 Estimulagao elétrica do NErvo Vago........cceeeeecurieeeeeesiiiinieeeeaeenns 40
3.4.1.5 Teste de sensibilidade dos receptores muscarinicos ............... 41
3.5 Andlise estatistiCa .........eeviieiiiiiiee 42
4. RESULTADOS ..ottt e e nee e st nne e 44

4.1 Avaliagdo hemodin@mICa.........coooiiuiiiiiiie e 45



4.1.1 Pressao arterial SiStOliCa . .ccunveeeeeeeeeeee e 45

4.1.2 Pressao arterial diastolica .........ooovieeeeiiiiiiiiiieeceee e 46
4.1.3 Presséao arterial Media .........coooiiiiiiiiiiiiee e 47
4.1.4 FreqUéncia cardiaCa ........ooouueeeeiiieiiiiieie e 48
4.2Estudo da funcado ventricular e caracterizagdo hemodinamica......... 49
4.2.1 Avaliagédo da pressao intraventricular..........ccccccoviieeiiiiiiniiineenn. 49
4.2.2 Avaliagdes morfofuncionais ..........occuveeeiiiiiiiiiiiiieeee e 52
4.2.2.1 FUNGAO SISEONICA ...eeeeieiiiiiiiiiiie e 52
4.2.2.2 FUNGAO dIastOliCa.........cueeeieiiiiieeee e 54
4.2.2.3 MOIMOMEIIIA ..ooeeieiieeee e 57
4.2.2.5 Correlacao da pressao diastolica final e fracéo de ejecao........ 59
4.3 Estudo da fungao autondmica .........cceeeeceeieeeeeeiiiiiiieee e e 60
4.3.1 Variaveis hemodinamicas no dominio da freqiéncia.................... 60
4.3.2 Sensibilidade barorreflexa ... 65
4.3.3 Avaliacao do bloqueio autondmico ............ccoeeeeeeeiciciiiiiniieeeeeee 67
4.3.4 Estimulacao elétrica do vago........ccccveeeeiiiieiiee e 71
4.3.6 Estimulagédo quimica com metacolina ..........ccccccvevviieieiieeeenennenn. 74
5 DISCUSSAOQ. .....ceceeeeeeeeeeeeeeeteee et en et n s 78
6 CONSIDERAGOES FINAIS........oeeeeeeeeeeeeeeeeeer e 98
7 CONCLUSOES ...ttt en e 101
B ANEXOS ... e e 103

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cocooveeeeeececceceeeeeee e 112



RESUMO

de La Fuente RN, Impacto da preservacdo parassimpatica sobre os aspectos
morfofuncionais cardiacos em animais infartados [tese]. Sdo Paulo: Faculdade

de Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2008, p.129

Neste estudo, testamos a hipétese de que a estimulagcao colnérgica pela
administragcdo de piridostigmina, um agente anticolinesterasico reversivel,
protege o miocardio submetido a isquemia miocardica crénica durante 3 tempos
de observacado: 7, 21 e 42 dias. Para essa avaliacdo foram medidos a area de
acinesia (indicador de area de infarto), os indices das funcdes sistélica e
diastélica pela ecocardiografia e por medida direta bem como marcadores da
funcdo autondmica como a sensibilidade do barorreflexo e a variabilidade da
frequéncia cardiaca (FC) e da pressao arterial (PA). O bloqueio farmacolégico
do sistema nervoso autbnomo e o estudo da via eferente parassimpética foram
também realizados. Utilizou-se ratos Wistar machos divididos em 4 grupos:
controle, controle piridostigmina, infartado e infartado piridostigmina.

Os resultados mostraram os efeitos protetores da piridostigmina nos
diferentes tempo de infarto com reducéo da area de acinesia ( maior que 80%)
tanto pelo ecocardiograma quanto pela histologia. Além disso observou-se
recuperacao das funcgdes sistolica e diastolica, com normalizacdo da pressao
diastélica final e das derivadas de contracdo e relaxamento. Essas melhoras
foram mais consistentes em 21 e 42 dias, sem diferencas entre esses tempos

de tratamento. Em 7 dias ainda persistiram alguns indices de disfuncao



ventricular, embora a fungdo auton6mica estivesse bem preservada. Parte
dessa melhora se deve, provavelmente, ao aumento do ténus vagal e reducao
do simpatico. A potenciacdo da bradicardia pela estimulacao elétrica do vago
induzida pela piridostigmina confirma seu papel com estimulador colinérgico.

A sensibilidade do barorreflexo reduzida de forma semelhante pelo
infarto do miocardio aos 7, 21 e 42 dias, voltou aos valores controle apés o
tratamento com piridostigmina, sem diferencas devidas ao tempo de tratamento.
Da mesma forma, a variabilidade da FC foi aumentada apés o tratamento com o
brometo de piridostigmina no grupo infartado o que também ocorreu no grupo
controle. Em adicdo, o aumento da banda de alta frequéncia e a reducéao da
banda de baixa frequéncia que refletem respectivamente a modulacao
parassimpatica e simpética da variabilidade da frequéncia cardiaca, levaram a
uma reducéo no balango simpato-vagal dos animais infartados tratados.

Em conclusao, a estimulagédo colinérgica por piridostigmina preserva a
funcdo parassimpatica protegendo o miocardio da isquemia induzida por
oclusdo coronariana, mantendo a fung¢do cardiaca e a funcao autondémica

dentro dos valores da normalidade.

Descritores: Ratos Wistar, Infarto do Miocardio, Brometo de Piridostigmina
dosagem & administracdo, variabilidade de frequéncia cardiaca, balanco

autondémico.



Abstract

de La Fuente RN, Parassympathic preservation impact in cardiac
morphofunctional aspects in myocardial infarcted rats. Sao Paulo: Medical
School, Sao Paulo University, 2008, p.129

In this study we tested the hypothesis that cholinergic stimulation by
pyridostigmine administration, a reversible cholinergic inhibitor, protects the
ischemic myocardial in three periods of follow-up: 7, 21 and 42 days. For this
evaluation we measured the akinetic area (infacrtion area indicator), systolic and
diastolic indexes by echocardiography and left ventricle direct measurements as
well as autonomic function markers, as baroreflex sensitivity and heart rate (HR)
and blood pressure (BP) variabilities. Pharmacological blockade of the
autonomic nervous system and the study of the efferent parasympathetic
pathway were also performed. Male Wistar rats were divided in 4 groups:
control, control treated with pyridostigmine, infarcted and infarcted treated with
pyridostigmine.

The results showed the protective effects of pyridostigmine in the different
periods of infarction, with the reduction of the akinetic area (more than 80%),
either by the echocardiography and by histology. Moreover, we observed
systolic and diastolic functions recovery, with normalization of the end diastolic
pressure and the maximum rates of left ventricle BP rise and fall. These
improvements were more consistent in 21 and 42 days, with no differences

between these two periods of treatment. In 7-day treatment, some indexes of



ventricular dysfunction remained, although the autonomic function seemed to be
preserved. Part of these improvements is probably due to the increase in the
vagal tonus and the decrease in the sympathetic tonus. The pyridostigmine
effects in the potencialization of the bradycardia induced by vagus nerve
electrical stimulation confirms its role as a cholinergic stimulator.

The reduced baroreflex sensitivity by myocardial infarction, which was
similar in 7, 21 and 42 days, returned to control values after pyridostigmine
treatment, without differences related to treatment extent. Similarly, HR
variability was increased after pyridostigmine treatment in the infarcted group,
which also occurred in the control group. In addition, the increase in the high
frequency band and the reduction in the low frequency band, which reflect,
respectively, the parasympathetic and the sympathetic modulation of HR
variability, led to the diminishment in the sympatho-vagal balance in the
infarcted-treated animals.

In conclusion, cholinergic stimulation by pyridostigmine preserves
parasympathetic function, protecting the myocardial against the ischemia
induced by coronary occlusion, maintaning cardiac and autonomic functions

within normal values.

Descritores: Wistar rats, Myocardial infarction, Pyridostigmine Bromide dose

& administration, heart rate  variability, autonomic  balance.



‘ INTRODUCAO ‘



1. Introducao

Os diversos fatores relacionados ndo somente ao desenvolvimento das
doencgas cardiovasculares, como também a mortalidade nos individuos ja
portadores de tais doencas ainda ndo sdo bem conhecidos (BENER et al.,
2004). A abordagem experimental de problemas fisiopatolégicos vem
contribuindo para o entendimento dos mecanismos envolvidos nestes
processos, particularmente no estudo do comprometimento do sistema
nervoso autdbnomo (SCHWARTZ, 1998). Para tanto, tem sido desenvolvida
uma série de ferramentas de analise dos diversos parametros
cardiovasculares, permitindo o emprego de alguns marcadores de atividade
autondmica para o coracao para a estratificacdo de risco coronariano.

Entre os indicadores de risco, os mais empregados sao a sensibilidade
do barorreflexo e a andlise tempo-freqiiéncia dos sinais cardiovasculares,
além de manobras farmacoldgicas para manipulacdo do controle autonémico
para o coracao (PAGANI et al, 1986; DE FERRARI et al., 1993; LA ROVERE

et al., 2003; VANOLI et al., 1998; VYBIRAL et al., 1993) .

1.1 Controle da Pressao Arterial

O controle da pressao arterial € essencial para a manutencdo da

perfusdo tecidual apropriada e depende de mecanismos humorais e de

mecanismos neurais, envolvendo vias aferentes, nucleos centrais e vias



eferentes, além do controle a longo prazo promovido pelos rins (KRIEGER e
MICHELINI, 1992; IRIGOYEN et al, 2003). A manutencao da funcao cardiaca
normal é obtida através da regulacao neural sobre o coracao pela integracao
da atividade do sistema nervoso autbnomo simpatico e parassimpatico
(CHERYL et al, 1999). Além disso, o controle da homeostase cardiovascular &
dependente da atuacao dos reflexos originados momento a momento pelos
pressorreceptores arteriais, receptores cardiopulmonares e sua integragao
central (MANCIA et al, 1994; CAMPAGNOLE-SANTOS & HAIBARA, 2001).

Os pressorreceptores arteriais dao origem a um complexo reflexo
constituido por fibras aferentes (nervos do seio carotideo e depressor aértico),
neurbnios de integracdo central e por fibras eferentes (FRANCHINI &
KRIEGER, 1994; CAMPAGNOLE-SANTOS & HAIBARA, 2001). Estas fibras
eferentes podem ser simpaticas, projetando-se para o coracdo e vasos, ou
parassimpaticas (nervo vago), projetando-se para o coracdo. Assim, através
do reflexo comandado pelos pressorreceptores adrticos e carotideos, o
sistema nervoso central mantém uma regulacao eficiente sobre o débito
cardiaco e a resisténcia periférica, regulando a pressao arterial do individuo
momento a momento.

A acao toénica inibitéria que os pressorreceptores exercem sobre a
atividade nervosa simpatica, foi comprovada no rato pela deaferentacdo dos
mesmos (desnervagao sino-aértica), determinando um efeito hipertensor
agudo, acompanhado de aumento de atividade simpatica (KRIEGER, 1964;

1970; IRIGOYEN et al, 1988; 1995). Além de seu papel inibitério sobre a



atividade simpatica, os pressorreceptores também podem aumentar a
atividade parassimpatica, participando, dessa forma, da regulacdo da
freqUéncia cardiaca e da pressao arterial, momento a momento. O tdénus
vagal cardiaco é modulado reflexamente pelos pressorreceptores, sendo
estes 0s principais responsaveis pelo tbnus vagal de repouso no animal
acordado e respirando voluntariamente, embora o0s quimiorreceptores e
outros reflexos associados a respiracao possam também modificar a atividade
do vago (DALY, 1995; JORDAN, 1995).

Nas doencas cardiovasculares de uma maneira geral, as alteracdes da
atividade simpatica sdao melhor conhecidas e estudadas do que as da
parassimpatica, constituindo as mais fortes evidéncias da disfungcéo
autonébmica (FRANCHINI & KRIEGER, 1989). Entretanto, existe um
consenso de que a funcao vagal preservada é benéfica na manutencédo da
variabilidade da pressado arterial com conseqlente protecdo a lesdo de
orgaos-alvo (SU & MIAO, 2001; BERNI et al, 2004), principalmente na
isquemia do miocéardio (SCHULTZ, 2001). Da mesma forma, a reducao da
variabilidade da freqtiéncia cardiaca apds o infarto agudo do miocéardio pode
independentemente identificar pacientes com risco de morte subita (STEIN &

KLEIGER, 1999).



1.2 Infarto do Miocardio

Sao muitas as evidéncias de disturbios autonémicos nos pacientes com
infarto agudo do miocardio. J& em 1972, Webb e colaboradores, considerando
a existéncia de alteragcdes autondmicas no inicio do infarto do miocardio,
observaram que 92% dos pacientes apresentavam desequilibrio autonémico.
Estes autores mostraram que a bradicardia e a hipotensdo ocorriam em
pacientes que apresentavam infarto da parede péstero-inferior do ventriculo
esquerdo, onde a agao parassimpatica era provavelmente mais atuante. Ja
pacientes com infarto da parede anterior do ventriculo esquerdo,
apresentavam uma maior ocorréncia de hipotensdo associada a taquicardia,
sugerindo que a acao do sistema nervoso simpatico era predominante.

A sensibilidade do reflexo pressorreceptor tem sido interpretada como
um fator de bom prognéstico apds infarto do miocardio, sugerindo que as
variagdes ocorrem na dependéncia de uma série de outras influéncias, como
isquemia prévia, ativacao de outros receptores, e area e localiza¢ao do infarto
(MARK, 1983). As alteragcbes do sistema cardiovascular nas fases aguda ou
crdnica do infarto do miocardio em humanos parecem também depender do
controle reflexo da freqiiéncia cardiaca exercida pelos pressoreceptores, que
se encontra atenuado na fase aguda, retornando ao normal apds alguns dias
(OSCULATI et al, 1990; TAKESHITA et al, 1980, LACERDA, 2000; LACERDA
et al, 2006; KOIKE et al,2006). E importante ressaltar que, mesmo apds a

normalizacdo do barorreflexo, a atividade parassimpatica cardiaca continua



atenuada (GRASSI et al, 1999), refletindo na redugdo da variabilidade da
frequéncia cardiaca (LA ROVERE et al, 1994).

Num estudo recente foi demonstrado que a reducéo da variabilidade da
freqiiéncia cardiaca € um preditor de mortalidade a longo prazo (até 5 anos)
em mulheres de meia idade com doencga coronariana apos infarto (JANSZKY
et al., 2004). Embora a variabilidade de freqiéncia cardiaca dependa tanto do
simpatico quanto do parassimpatico cardiaco, existe um consenso de que o
parassimpatico, através dos seus efeitos colinérgicos, seja o grande
responsavel pela manutencao da variabilidade da freqiiéncia cardiaca normal.
Corroborando essa afirmativa, drogas que produzem exacerbacao dos efeitos
vagais, como beta-bloqueadores, aumentam de forma significativa as
flutuacdes dos ciclos cardiacos (MALIK M, 1993), enquanto que as que
abolem, como a atropina, produzem efeito inverso, reduzindo a variabilidade
de frequiéncia cardiaca (TASK FORCE, 1996).

Embora ainda sejam controversas na literatura, existem evidéncias
experimentais de atenuacdo de resposta da freqiiéncia cardiaca durante a
estimulagdo do nervo vago em caes com insuficiéncia cardiaca, que podem
resultar de alteracdes na liberacdo, degradacao e ligagdo da acetilcolina ou
na atividade da enzima acetilcolinesterase no coragdo. De fato, drogas com
efeitos anticolinesterasicos estao intrinsecamente ligados a ativacdo de
receptores muscarinicos (nas proximidades das terminagdes nervosas

parassimpaticas colinérgicas) ou nicotinicos (responsaveis pelo aumento da



concentracao de acetilcolina na placa motora do musculo esquelético ou nos
ganglios autonémicos) (BIBEVSKI & DUNLAP, 1999).

Desta forma, pode-se considerar que a administracdo de algumas
drogas parassimpatomiméticas e B-bloqueadoras apés infarto do miocardio e
na insuficiéncia cardiaca leve ao aumento da variabilidade da freqténcia
cardiaca, indicando um efeito protetor sobre o sistema cardiovascular

(VYBIRAL et al, 1993; LA ROVERE et al, 1994).

1.3Estimulacao Colinérgica por Brometo de Piridostigmina

A busca por drogas com acao cardioprotetora, capazes de inibir a
ocorréncia de eventos cardiacos em situagdes de estresse ou esforco fisico,
para a utilizacdo em pacientes portadores de cardiopatias isquémicas, é de
grande relevancia. Além disso, torna-se muito interessante a disponibilidade
de drogas que possam conferir cardioprotecao e que atuem perifericamente,
pois € ampla a variedade de quadros clinicos relacionados a cardiopatias, e €
também bastante variada a resposta desses pacientes as drogas atualmente
disponiveis.

Alguns estudos mostram que a estimulacdo colinérgica permite um
aumento da resposta vagal em pacientes apds infarto agudo do miocérdio,
onde sabidamente existe uma diminuicdo da atividade parassimpatica

(VYBIRAL et al, 1993; CASADEI et al, 1993; FERRARI et al, 1992). Assim,



sabendo-se que a estimulacao vagal é capaz de proteger contra episédios de
fibrilagdo ventricular alterando favoravelmente a automaticidade cardiaca
(ELIAKIM et al, 1961; WAXMAN et al., 1988) e a refratariedade in vivo,
(SCHWARTZ et al., 1977; MARTINS e ZIPES, 1980) € bastante provavel que
drogas com acdo parassimpaticomimética possam conferir cardioprotecao.
Nesse sentido, o uso de agonistas muscarinicos como a metacolina e
oxotremorina parece prevenir a ocorréncia de arritmias ventriculares durante a
isquemia do miocardio (DE FERRARI et al., 1993). Contudo, existem outros
mecanismos para induzir a estimulacao colinérgica, como a utilizacdo de
inibidores da acetilcolinesterase, entre o0s quais a piridostigmina
(STEPHENSON & KOLKA, 1990; TAYLOR, 1996; ANDRONE et al, 2003).
Estudos em individuos sadios demonstraram que o brometo de
piridostigmina (ou piridostigmina) produz bradicardia (NOBREGA et al., 1996),
aumenta a variabilidade da freqtiéncia cardiaca (REIS et al., 1998), e inibe as
respostas hemodinamicas ao estresse fisico (SERRA et al., 1998) e mental
(NOBREGA et al., 1999), sem prejudicar a funcdo miocardica (PONTES et al.,
1998). A piridostigmina é uma droga que inibe reversivelmente a
acetilcolinesterase, sendo utilizada no tratamento da Miastenia Gravis.
Recentemente, vem sendo também utilizada como meio profilatico contra
intoxicacbes por armas quimicas. A piridostigmina tem como principal
caracteristica a atuacdo na transmissdo neuromuscular (NOBREGA et al,

1996).



A droga tem sua farmacocinética medida através dos niveis plasmaticos,
sendo que a meia vida é de aproximadamente de 6 a 8 horas (MARINO et al,
1998). A administracdo do brometo de piridostigmina por via oral produz
efeitos de estimulagdo colinérgica, mas nao atua nas respostas
hemodinamicas reflexas (NOBREGA, et al. 1996), ja que age perifericamente.

Experimentalmente, em ratos, esta droga atenuou o consumo de
oxigénio pelo miocardio evocado pela estimulagdo simpatica central (GRABE-
GUIMARAES et al,1999), indicando que a piridostigmina tem um papel
protetor nas alteracdes cardiovasculares dependentes da hipoatividade vagal
ou do desequilibrio autonémico entre os sistemas simpatico e parassimpatico
sobre o coracdo. Além disso, dados recentes do nosso laboratério
demonstraram que ratos normotensos tratados com Piridostigmina na agua
de beber por 7 dias apresentam aumento significativo da sensibilidade do
barorreflexo (SOARES et al, 2004; DE LA FUENTE et al, 2007).

Esta bem estabelecido que a atividade parassimpatica para o coragcao €
reduzida em pacientes com insuficiéncia cardiaca, sendo este evento
importante na patogénese dos disturbios do ritmo cardiaco. No entanto, nao
se sabe claramente o que acontece com a modulacdo dos receptores
muscarinicos sobre a funcao ventricular no infarto agudo do miocardio. Além
disso, faz-se essencial conhecer os efeitos do tratamento crénico com o
brometo de piridostigmina, levando a estimulacdo colinérgica, sobre as
alteracdes autondmicas associadas ao infarto agudo do miocardio em rato, ja

que este pode ser um meio cardioprotetor nesta patologia.
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Considerando o exposto anteriormente, a hip6tese testada é a de que a
preservacao da funcdo parassimpatica pelo blogueio da degradacdo de
acetilcolina, levando a estimulacdo colinérgica, é capaz de atenuar a

disfuncao ventricular e a magnitude da lesao apoés o infarto do miocardio.
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| OBJETIVOS |
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2. Objetivos

2.1. Avaliar a repercussdao da inibigdo crbnica da atividade da
acetilcolinesterase por brometo de piridostigmina na funcédo ventricular e
nas caracteristicas hemodindmicas em diferentes tempos apds a oclusao
coronariana.

2.2. Avaliar a repercussdao da inibigdo crbnica da atividade da
acetilcolinesterase por brometo de piridostigmina sobre a funcéao

autondmica, com foco sobre a fungao parassimpatica.
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| MATERIAIS E METODOS |
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3. Métodos

3.1 Animais Utilizados

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, com peso variando entre
200 e 250g, provenientes do biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo e mantidos no Biotério da Divisdo de
Experimentacdo do Instituto do Coracdo. Os procedimentos experimentais
seguiram os critérios de ética em experimentacdo animal, aprovados pela
comissao de ética da Instituicdo. Durante o protocolo, os animais ficaram em
namero de cinco por caixa, com temperatura entre 22 - 24° C, com ciclo claro-

escuro de 12 horas e com agua e comida a vontade.

3.2 Seqliéncia Experimental

Os animais foram separados em 4 grupos:

1) Controle (C);

2) Tratados com Brometo de Piridostigmina (P);
3) Infartado (I)

4) Infartado Tratado com Brometo de Piridostigmina (IP).

Os grupos experimentais acima mencionados foram estudados apés trés

periodos distintos de tratamento: 7, 21 e 42 dias. E importante ressaltar que,



para os animais infartados, o protocolo iniciou somente quando foi confirmada
area de acinesia (por ecocardiografia), 24 horas ap6s o procedimento
cirdrgico para induzir o infarto. Também cabe ressaltar que foram
considerados para o estudo aqueles com o minimo de 15% de area de
acinesia nas 24 horas. Este dia de confirmacdo da area de acinesia foi
considerado como dia 0 (para todos os tempos estudados).

A seguir, serao apresentados procedimentos comuns a todos os estudos
feitos. Posteriormente, serdo apresentados o0s procedimentos usados
especificamente para responder aos dois objetivos propostos. Cabe ressaltar
que esta sequiéncia metodoldgica apresentada sera mantida na apresentacao

dos resultados e na sua discussao.

3.2.1 Seqliéncia Experimental grupo 7 dias de tratamento

*
I I I I I I

Dia 0 Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia 9 Dia 10

Dia 0: Pesagem e inicio do tratamento.

Dia 6: Avaliacao ecocardiografica

Dia 7: Canulacao artéria e veia.

Dia 8: Registro de pressao arterial e freqiéncia cardiaca (30 min), avaliacao

da sensibilidade barorreflexa e bloqueio autonémico.
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Dia 9: Registro de pressao arterial e freqiiéncia cardiaca (20 min) e inversao
do bloqueio autonémico.

Dia 10: Registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca (5 min) do animal
anestesiado, canulacdo do ventriculo esquerdo, coletas de amostras de
sangue estimulacdo do vago e injecao de metacolina. Perfusdo e coleta dos

tecidos de interesse.

3.2.2 Sequiéncia Experimental grupo 21 dias de tratamento

e aemen
| T 1T T 1

Dia 0 Dia 20 Dia 21 Dia 22 Dia 23 | | Dia 24

Dia 0: Pesagem e inicio do tratamento

Dia 20: Avaliacao ecocardiografica

Dia 21: Canulacao artéria e veia.

Dia 22: Registro de pressao arterial e freqiiéncia cardiaca (30 min), avaliacao
da sensibilidade barorreflexa e do bloqueio autonémico.

Dia 23: Registro de pressao arterial e freqiiéncia cardiaca (20 min) e inversao
do bloqueio autonémico.

Dia 24: Registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca (5 min) do animal
anestesiado, canulacdo do ventriculo esquerdo, coletas de amostras de
sangue estimulacdo do vago e injecao de metacolina. Perfusdo e coleta dos

tecidos de interesse.
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3.2.3 Sequiéncia Experimental grupo 42 dias de tratamento

i ratamento
| | | | | |

Dia 0 Dia 41 Dia 42 Dia 43 Dia 44 | | Dia 45

Dia 0: Pesagem e inicio do tratamento

Dia 40: Avaliacao ecocardiografica

Dia 41: Canulacao artéria e veia.

Dia 42: Registro de pressao arterial e freqiiéncia cardiaca (30 min), avaliacao
da sensibilidade barorreflexa e do bloqueio autonémico.

Dia 43: Registro de pressao arterial e freqiiéncia cardiaca (20 min) e inversao
do bloqueio autonémico.

Dia 44: Registro de pressao arterial e freqiéncia cardiaca (5 min) do animal
anestesiado, canulacdo do ventriculo esquerdo, coletas de amostras de
sangue estimulacdo do vago e injecao de metacolina. Perfusdo e coleta dos

tecidos de interesse.

3.2.4 Tratamento com Brometo de Piridostigmina

Nosso Laboratério ja tem padronizada a dose efetiva de bloqueio agudo
endovenoso com brometo de piridostigmina e a concentracdo desta droga

administrada em agua de beber (DE LA FUENTE. et al, 2004). O tratamento
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foi feito através da administracdo de solucdo de Brometo de Piridostigmina
(0,14 mg/ mL) por via oral na agua de beber, permitindo que os animais
ingerinssem 40 mg/Kg/dia da droga.

Como mencionado anteriormente, em animais infartados, o tratamento
iniciou-se somente depois a confirmagdo da area de acinesia 24h apds
realizada a inducao do infarto do miocardio. Como comentado anteriormente,
este procedimento é de grande importancia na avaliacdo do curso evolutivo
do infarto frente a administragao de brometo de piridostigmina, especialmente
evitando a inclusdo de animais em cujo procedimento de inducdo de infarto

tenha sido ineficiente.

3.2.5 Procedimentos Cirurgicos

3.2.5.1 Inducao do Infarto

Os animais foram pesados e anestesiados com uma mistura de
Ketamina (50 mg/ Kg) e Xilazina (12 mg/Kg) por via intraperitoneal, colocados
em decubito dorsal e entubados (gelco-14G). Um pequeno corte foi realizado
na pele, e os musculos peitorais afastados. O animal foi submetido a
respiracao artificial (Intermed, Inter 3, Sdo Paulo, SP) e foi realizada uma
toracotomia esquerda no quarto espaco intercostal, sendo colocado um

afastador entre as costelas para a melhor visualizacao (figura 1).
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Figural - Observacgao do ventriculo esquerdo, ap6s a toracotomia e abertura
do pericardio.

O pericardio foi aberto e o atrio esquerdo afastado para visualizacao da
veia interventricular anterior como referéncia a artéria. O procedimento para a
ligadura da artéria interventricular anterior consistiu na passagem de um fio
sob a veia atingindo parte da musculatura, onde se encontra a artéria. Esta foi
ligada (fio mononylon 6,0) provocando a isquemia do tecido adjacente (figura

2).

Figura 2 - Procedimento da ligadura da artéria interventricular anterior.
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Apés a ligadura da coronaria, a toracotomia foi fechada (fio mononylon 4,0) e
o pneumotorax retirado. Os musculos afastados foram reposicionados e a
pele foi suturada (fio mononylon 4,0). Logo apds a recuperacao do animal e o
inicio de reflexos suprimidos pela acdo dos anestésicos, o animal foi retirado
da ventilacao artificial e estimulada a respiragdo, em ambiente aquecido, para
recuperagao. Foi administrado por via intramuscular de 30000 Ul

benzilpenicilina.

3.2.5.2 Cateterizacao de artéria e veia femorais

Os ratos foram anestesiados por via intraperitoneal com Ketamina
(50mg/ Kg) e Xilazina (12mg/kg), colocados em decubito dorsal, e a tricotomia
foi feita na regido medial do membro posterior esquerdo. Apds a realizacao da
incisdo, os cateteres foram inseridos na artéria e na veia femorais, passados
subcutdneamente e exteriorizados no dorso do animal, proximo a regiao
cervical.

O intuito da realizagdo deste procedimento foi permitir a aquisicdo de sinais
de pressdo arterial (cateter arterial) e a infusdo de drogas ou anestésico

(cateter venoso) (Figuras 3 e 4).
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Figura 4 - Isolamento da artéria
Figura 3 - Sitio de disseccao femoral e insercao do catéter.
para a cateterizacado da artéria

femoral

Confeccao de cateteres para artéria e veia femorais

Os cateteres foram confeccionados em tubos de polivinil Tygon (15 cm)
tendo uma das extremidades conectada a um outro tubo de polivinil com
diametro menor (PV — 10). A extensdao de PV — 10 utilizada para canula

arterial foi de 5 cm e a extensao para o cateter venoso foi de 4,5 cm.

3.2.6 Medidas de Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca

A pressao arterial pulsatil foi obtida diretamente através da conexao do
cateter arterial, implantado diretamente na artéria femoral esquerda a um
transdutor que transferiu os sinais pulsateis a um pré-amplificador de pressao

(Hewlett-Packard,8805C). A pressao arterial foi analisada batimento a
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batimento pelo programa WINDAQ (2Khz, freqiiéncia de amostragem) (figura
5). O programa Windaq permitiu a analise dos pulsos de pressao batimento a
batimento, para a obtencdo dos valores de pressao arterial sistélica (PAS),
pressao arterial diastélica (PAD), pressao arterial média (PAM), freqiéncia
cardiaca (FC) e criacao da série temporal para a avaliagao da variabilidade no

dominio do tempo e da freqiéncia.

AMPLIFICADOR
DE SINAIS

S
/
)

TRANSDUTOR

-
—

PROGRAMA CODAS

Figura 5 - Representacdo esquematica do sistema de registro de Pressao
Arterial
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3.3 Procedimentos experimentais relativos ao estudo da funcao
ventricular e caracterizacao hemodinamica dos grupos estudados

(objetivo 1)

Os métodos apresentados a seguir correspondem aos utilizados na
caracterizagdo hemodindmica e no estudo da funcdo ventricular direta e

indireta.

3.3.1 Cateterizacao do ventriculo esquerdo

Os animais foram anestesiados com Pentobarbital Sédico (40 mg/ KQ)
por via endovenosa. A artéria carétida direita foi cateterizada, usando-se um
cateter de polivinil (medindo 0,5 e 1 mm de diametro interno e externo,
respectivamente), com aproximadamente 20 cm de comprimento e
preenchido com salina heparinizada. Este cateter foi conectado a um
transdutor que transferiu os sinais pulsateis a um pré-amplificador de pressao
(Hewlett-Packard,8805C). A pressao arterial foi analisada batimento a
batimento pelo programa WINDAQ (2Khz, freqiiéncia de amostragem). Apds
estabilizacdo da preparacao (5 min), o cateter foi avancado até o ventriculo

esquerdo, quando foi possivel visualizar a onda de pressao pulsatil tipica, com
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Figura 6 - Exemplo representativo do registro da onda de pressao arterial
seguida da onda de pressao intraventricula esquerda.

Confeccao de cateteres para ventriculo esquerdo

Foi utilizado um cateter de 7 cm de P50 (1,5 X 5,0 mm) conectado

diretamente a extenséo do transdutor.

3.3.2 Avaliacao da Pressao Intraventricular

A pressao arterial foi analisada batimento a batimento pelo programa

(WINDAQ), numa freqiiéncia de aquisicao de 2000 Hz. Depois que o cateter

alcancou o ventriculo esquerdo, foram obtidos registros dos valores diretos da
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pressao sistdlica e diastélica intra-ventricular em periodos de 5 min cada. A
partir do registro da pressao intraventricular, foi possivel determinar os valores
de pressao diastélica final e inicial e velocidades de contragao (dP/ dt positiva)

e relaxamento (dP/ dt negativa) (figura 7).

uuuuuu

mmHg

| v

B Pressao diastdlica
Pressao diastdlica inicial final

Figura 7 - Figura representativa da presséo intraventricular, pressao
diastdlica inicial e pressao diastélica final em mmHg.

3.3.3 Medidas Morfofuncionais

3.3.3.1 Ecocardiografia

As medidas ecocardiograficas seguiram as recomendacoes do Comité de
Padronizacdo do Modo M da Sociedade Americana de Ecocardiografia (SAHN
et al.,, 1978). Os exames foram realizados por um Unico observador, e em

cada exame foi coletado um total de cinco medidas para cada variavel, sendo
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calculados posteriormente, a média, o desvio padrao da média e o erro
padrdo da média dessas medidas. O exame ecocardiografico foi realizado
com 0s animais anestesiados com uma solucdo de Ketamina (50 mg/Kg) e
Xilazina (12 mg/Kg), através de injecdo intra-peritoneal. Foi utilizado o
equipamento SEQUOIA 512 (ACUSON Corporation, Mountain View, CA), com
transdutor de 15 MHz. As imagens foram obtidas a uma freqiéncia de 13
MHz, para otimizacdo da resolucdo e penetragcdo no tecido, e foram
armazenadas para posterior analise.

O ventriculo esquerdo foi visualizado em corte transversal na altura dos
musculos papilares para a medida das variaveis funcionais e da area de
acinesia.

As variaveis funcionais sistélicas avaliadas foram fracdo de ejecao e
fracdo de encurtamento, ambas medidas através do uso de calculos em
software especifico. As variaveis funcionais diastélicas avaliadas foram o
tamanho do atrio esquerdo, medido no modo M (figura 8), e desaceleracao do
pico E corrigido (obtida através de calculos apropriados). A medida da area de
acinesia (figura 9) foi feita apenas nos grupos infartados, visto que apenas
nestes animais se espera encontrar alguma regido do ventriculo com
alteracado de contracdo. A area de acinesia foi calculada como uma relacao
percentual entre a area da parede sem contracao (acinética) e a area total do
ventriculo esquerdo em corte transversal. E importante ressaltar que estas
medidas foram feitas com auxilio de um veterindrio especializado em

cardiologia.
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Figura 8 - Imagem representativa de como foi feita a medida do tamanho do
atrio esquerdo. Corte transversal do atrio esquerdo, no modo M. Exemplos de
medida em coracao intacto (A) e infartado (B).
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Figura 9 - Imagem representativa de como foi feita a medida da area de
acinesia, com auxilio de software especifico. A area de acinesia esta
representada pela area achurada.
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3.3.3.2 Avaliacdo Histologica da Area de Infarto

Coleta do coracao e procedimentos histologicos

Os animais foram anestesiados e mortos com Pentobarbital sédico (100
mg/Kg) e heparinizados (25 U/ animal). O térax foi aberto, cortou-se o atrio
direito e perfundiu-se o animal através de uma agulha inserida no ventriculo
esquerdo. O coragao foi parado em diastole pelo uso de solucdo com cloreto
de potassio (14 mmol) em solugdo fisiolégica, perfundido com pressao
constante de 80-90 mmHg por um periodo de 10 a 15 minutos. Apds, o animal
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,
foram processados (por desidratacdo, diafanizacdo e parafinizacdo do

material) e posteriormente incluidos em parafina.

Analise da area de infarto

Apés a preparacao histolégica, os coracdes (porcao média do ventriculo
esquerdo, na altura dos musculos papilares) foram cortados em micrétomo (3
um), e os cortes dispostos em laminas e corados para Picrossirius, que cora
em vermelho as fibras de colageno, em contraste com a coloracao amarelada

das fibras musculares. A avaliagdo da area de infarto € feita utilizando um
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microscopio acoplado a um sistema de digitalizagdo da imagem. A area de
infarto € calculada como uma relagao percentual da area total. Para cada
coragao sao utilizados cinco cortes. A Figura 10 apresenta um exemplo de
uma area de cicatriz observada ap6s a coloracao de picrossirius, onde as

fibras coldgenas da cicatriz se encontram marcadas em vermelho.

Figura 10 - A Fotomicrografia apresenta um exemplo da coloracdo de
picrossirius no coragao, onde se pode ver em vermelho a cicatriz provocada
pelo infarto. Aumento: 50X.
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3.4 Procedimentos experimentais relativos ao estudo da funcao
autondémica (objetivo 2)

Os métodos apresentados a seguir correspondem aos utilizados na
avaliacdo da funcdo autondémica, tanto pelo estudo direto dos valores de
pressao arterial obtidos em todos os animais, como pelo estudo das diferentes
vias de regulacao autondmica. Nestas, foram estudados: a sensibilidade do
reflexo pressorreceptor, o bloqueio autondmico, a estimulacdo elétrica do

vago e a sensibilidade dos receptores muscarinicos.

3.4.1 Analise de Variabilidade das Medidas Hemodinamicas

3.4.1.1 Analise da variabilidade da pressao arterial e da freqliéncia

cardiaca no dominio da freqiéncia

A andlise no dominio do tempo consistiu no calculo dos valores médios
do intervalo de pulso (IP), freqténcia cardiaca (FC), pressao arterial sistolica
(PAS) e pressao arterial diastolica (PAD), e das variabilidades do intervalo de
pulso, da pressao arterial sistélica e da pressao arterial diastélica foram
quantificadas pelo do desvio padrdao (IP.dp, FC.dp, PAS.dp e PAD.dp,

respectivamente), descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Medidas no dominio do tempo selecionadas para estudo da
variabilidade de IP, PAS e PAD.

Variavel Unidade Descricao
IP ms Intervalo de pulso
IP.dp ms Desvio padrao dos intervalos de pulso
FC bpm Frequéncia cardiaca calculada por 60/IP (ms)
FC.dp bpm Desvio padrao da FC
PAS mmHg Pressao arterial sistélica média
PAS.dp mmHg Desvio padréao da média da presséao sistolica

Para a anélise no dominio da freqiéncia, foram calculadas as poténcias
para diferentes bandas de frequéncia. Estas foram obtidas usando-se o
Método do Periodograma de Welch, em séries de 16384 pontos das séries
temporais decimadas de intervalo de pulso e presséao arterial, com uma janela
Hanning de 512 pontos e com 50% de sobreposicédo (programa MATLAB 6,0,
Mathworks, Inc).

As poténcias para as bandas de muito baixa freqtiéncia (MBF: 0,0 - 0,20
Hz), baixa freqtiéncia (BF: 0,20 - 0,75 Hz) e alta freqiéncia (AF: 0,75 - 4,0 Hz)
foram calculadas pela integracdo da poténcia nas bandas de interesse e
apresentadas como valores absolutos e normalizados. Para a normalizagao,
as poténcias das bandas de BF e AF foram divididas pela variancia, subtraida
da poténcia na banda MBF (PAGANI et al., 1986). A Tabela 2 apresenta um

sumario das variaveis estudadas no dominio da freqiéncia.
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Tabela 2: indices no dominio da freqiiéncia selecionadas para estudo da

variabilidade de IP, PAS e PAD.

Variavel

Unidade

Descricao

Freqiiéncia

Poténcia
total

MBF

BF

BF norm

AF

AF norm

BF/AF

ms? ou mmHg®

ms? ou mmHg?

ms? ou mmHg?

Unidades arbitrarias

ms? ou mmHg?

Unidades arbitrarias

Adimensional

Variancia ou poténcia total dos eventos

no segmento temporal

Poténcia na banda de muito baixa

freqliéncia
Poténcia na banda de baixa freqtiéncia

Poténcia na BF em unidades
normalizadas (BF/(total-MBF))*100

Poténcia na banda de alta freqiiéncia

Poténcia na AF em unidades
normalizadas AF/(total-MBF)*100

Razao entre BF [ms®)/AF[ms?]

=< 0,20 Hz

0,20-0,75 Hz

0,20-0,75 Hz

0,75-4,0 Hz

0,75-4,0 Hz

A Figura 11 mostra um sinal simulado como exemplo da transformacgao

do sinal no dominio do tempo para o da frequéncia, discriminando seus

principais componentes. O acoplamento entre intervalo de pulso e presséo

arterial sistolica foi estimado pela fungédo de coeréncia. Um valor de coeréncia

(K) maior que 0,5 foi considerado significativo.
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Figura 11 - Figura representativa de um sinal simulado no dominio do tempo
e sua transformacéao para o dominio da freqiéncia. O sinal € composto de um
componente oscilatério correspondente as Ondas de Mayer (0,5 Hz) e outro
as Ondas de Hering (2 Hz). A transformacao pela Transformada Rapida de
Fourrier discrimina os dois principais componentes em freqiéncia que
constituem o sinal.

Na figura 12 estdo apresentados os espectros de poténcia de intervalo
de pulso no periodo controle e apds bloqueio famacol6gico. Na figura 13
estdo representadas as séries temporais de pressao arterial diastélica (PAD),
pressao arterial sistélica (PAS) e intervalo de pulso (IP), e na figura 14 estdo

representados os espectros de poténcia para IP e coeréncia.
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Figura 12: Espectral de poténcia do intervalo de pulso do controle (-), apds
administracao de propranolol (--) e propranolol+atropina (-.)
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Figura 14: Exemplos representativos dos espectros de poténcia para os IP
(lado esquerdo) e a coeréncia (lado direito).

3.4.1.2 Avaliacao da Sensibilidade Barorreflexa.

Ap6s o registro da pressado arterial e da freqUiéncia cardiaca, uma
extensdo de aproximadamente 20 cm (PV10) foi conectada na canula venosa
para posterior injecdo de drogas vasoativas.

Fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um potente
estimulador o4 cuja acdo predominante se da nas arteriolas periféricas
causando vasoconstricdo, foi usada para provocar aumento da pressao arterial.
Esse aumento da pressao arterial é seguido de bradicardia reflexa comandada

pelos barorreceptores.
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Nitroprussiato de sodio (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, UA),
um potente vasodilatador tanto de arteriolas como de veias e cuja acao se deu
por meio da ativacdo da guanilato ciclase e aumento da sintese de 3, 5-
guanosina monofosfato (GMP ciclico) na musculatura lisa de vasos e outros
tecidos, foi usado para provocar queda da pressao arterial. Essa queda é
seguida por uma resposta taquicardica reflexa comandada pelos
barorreceptores.

Apbs os animais terem permanecido em condicdes de repouso por 15
minutos, a sensibilidade barorreflexa foi testada através da infusado de fenilefrina
e de nitroprussiato de sédio. Fenilefrina e nitroprussiato foram infundidos
randomicamente entre os animais, iniciando-se a sessao com um ou outro
farmaco.

Os dados foram apresentados em indice de bradicardia e taquicardia
reflexa. Estes indices foram calculados pela divisdo da variagdo maxima da
freqléncia cardiaca pela variagdo maxima da pressao arterial, como ilustrado

na figura 15.
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Figura 15 - Esquema ilustrativo da sensibilidade barorreflexa apés a infusao
de nitroprussiato de sodio (taquicardia reflexa) e fenilefrina (bradicardia
reflexa) respectivamente.

3.4.1.3 Bloqueio autonémico

O controle autonémico da frequéncia cardiaca sobre o coracao foi
avaliado apés o bloqueio farmacol6gico do sistema nervoso parassimpético e
simpatico com drogas anti-colinérgicas e beta-bloqueadoras. O bloqueio
farmacolégico do sistema nervoso parassimpatico foi realizado com

administracdo endovenosa de um anti-colinérgico (brometo de metilatropina,
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4mg/Kg, Sigma — EUA), verificando-se a pressao arterial e frequéncia
cardiaca ap6s 5 minutos. Ja o bloqueio farmacoldgico do sistema nervoso
simpatico foi realizado com administracdo endovenosa de um beta-
bloqueador (Propranolol, 4mg/Kg, Sigma — EUA) , verificando-se a pressao

arterial e freqiiéncia cardiaca apds 5 minutos.

A avaliacao da participagcao tanto do sistema nervoso simpatico quanto
do parassimpatico, foi feita em dois dias de estudo. O estudo consistiu de um
registro da PA e FC, seguido da infusdo de uma das drogas descritas
anteriormente (bloqueio simples), seguida da infusdo da segunda droga
(duplo bloqueio). No dia seguinte, realizou-se 0 mesmo procedimento

invertendo-se a ordem das drogas infundidas.

A freqléncia cardiaca de repouso (FCR) de cada rato foi considerada
como sendo a média das freqtiéncias controle nos dois dias de experimento,
obtidas antes das injecdes. Para o valor de freqiiéncia cardiaca atingida por
cada droga, foi considerada a resposta maxima de variacdo da freqiéncia
cardiaca apo6s a administracao de cada droga. A freqléncia cardiaca
intrinseca (FCI) foi considerada como sendo a média das freqUéncias
cardiacas finais obtidas apds o duplo blogueio farmacolégico nos dois dias de
experimento. A figura 16 apresenta uma representacdo de como sao vistas

FCR e FCI.
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Figura 16 - Esquema demonstrativo do duplo blogueio farmacoldgico com
metilatropina (M) e propranolol (A) para obtengdo da freqiéncia cardiaca
intrinseca (FCI), tonus vagal (TV), simpatico (TS) cardiaco e freqiéncia
cardiaca de repouso (FCR).

Além disso, os valores obtidos com os bloqueios farmacoldgicos nos dois dias
de estudo permitem calcular tanto tonus vagal como simpatico e efeito vagal e
simpatico:

e O tbnus vagal foi considerado como sendo a diferenca entre a freqiéncia
cardiaca intrinseca e a freqiéncia cardiaca minima atingida apés o
bloqueio com Propranolol no dia 2.

e O tonus simpatico foi considerado como sendo a diferenca entre a
freqUéncia cardiaca maxima obtida apds o bloqueio com Metilatropina no

dia 1 e a frequéncia cardiaca intrinseca (figura 16).



40

3.4.1.4 Estimulacao elétrica do nervo vago

Os animais foram anestesiados com Pentobarbital Sédico (40 mg/kg),
por via endovenosa. O animal foi colocado em decubito dorsal e a tricotomia
feita na regido cervical anterior. Foi feita uma incisdo mediana com o intuito de
isolar o feixe vasculo-nervoso. Apds o isolamento, separou-se o nervo vago
direito da artéria carétida cuidadosamente para nao lesionar o nervo a ser
estudado. O nervo isolado foi secionado e o segmento distal foi apoiado sobre
um eletrodo que transmitiu impulsos elétricos em intervalos marcados (7s de
estimulacado) em freqiiéncias distintas (sequiéncias de 2, 4, 8 e 16, Hz, em
pulsos de 2-ms na voltagem de 5V). Todas as alteracdes foram identificadas
através do registro de pressdo arterial e frequéncia cardiaca (bradicardia

induzida) (figura 17).
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Figura 17 - Exemplo representativo de uma estimulagéo elétrica do vago de
um animal controle. Ap6s um registro basal de pressao arterial o nervo vago
direito foi estimulado a freqiéncia de 16 Hz, em pulsos de 2 ms, intensidade
de 5V e duracao de 7 segundos.

3.4.1.5 Teste de sensibilidade dos receptores muscarinicos

Foi considerado como indice de sensibilidade de receptores
muscarinicos as alteracoes de freqiéncia cardiaca (bradicardia) provocadas
pela administragdo de metacolina por via endovenosa em doses progressivas

(1,25ug; 2,5 ug e 5 ug) (figura 18).
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Figura 18 - Exemplo representativo de uma estimulagao colinérgica com
metacolina em animais tratados com piridostigmina (2.5 pg).

3.5 Analise estatistica

Os valores dos grupos, para cada parametro avaliado, sdo apresentados
como média = erro padrao da média. Os resultados foram avaliados por
analise de variancia (ANOVA) multifatorial (3 fatores), usando o programa
STATISTICA 6.0, com teste post hoc de Studant Newmans Keuls, sendo que
p< 0,05 foi considerado significativo. No caso das correlacdes, foi realizada

Correlacao de Pearson, sendo que p< 0,05 foi considerado significativo.
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4. Resultados

Os resultados estao apresentados pela avaliagdo hemodinamica no dominio
do tempo e da freqléncia, pela analise morfuncional cardiaca e pela
avaliacao autonomica realizadas nos periodos de 7, 21 e 42 dias nos grupos
de animais controle (C), controles tratados com piridostigmina (P), infartado

(I) e infartado tratado com piridostigmina (IP).
Numero de animais por grupo
A analise foi realizada nos grupos e tempos mencionados, como

apresentado no quadro a seguir:

Quantidade de animais usados para cada grupo e respectivo tempo de estudo

7 dias 21 dias 42 dias

Controle (C) n=6 n=6 n=13
Piridostigmina (P) n=12 n=14 n=12
Infartado (1) n=7 n=9 n=11

Infartado com piridostigmina (IP) n=9 n=12 n=15
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4.1 Avaliacao hemodinamica

4.1.1 Pressao Arterial Sistodlica

A figura 19 e tabela 3 (apresentada em anexo) apresentam os dados de
pressao arterial sistdlica (PAS) em todos os grupos nos periodos de 7, 21 e
42 dias. Os dados apresentados mostram que a PAS nao se altera apds o
tratamento com brometo de piridostigmina, nos animais néo infartados, em
todos os tempos estudados. Como ja descrito anteriormente para a PAM, o
infarto do miocardio reduz também a PAS, em todos os tempos avaliados. E
interessante observar que apés o tratamento com piridostigmina, os animais
infartados apresentam valores de PAS semelhantes aos controles.
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Figura 19 - Valores de PAS nos animais Controles (C), Piridostigmina (P),
Infartados (I), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos de 7, 21 e 42 dias (*
vs C,* vs CP, *vs |, p < 0.05 considerado significativo).
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4.1.2 Pressao Arterial Diastolica

Os dados de pressao arterial diastélica (PAD) sdo apresentados na figura
20 e tabela 4 (apresentada em anexo) em todos os grupos estudados nos
periodos de 7, 21 e 42 dias. Como ocorreu com a PAS e a PAM, os dados
obtidos mostram que o tratamento com piridostigmina per se novamente nao
altera a PAD nos controles. Da mesma forma, a PAD encontra-se reduzida
nos infartados. Entretanto, no grupo IP, ndo observamos alteracao induzida

pelo tratamento em nenhum dos tempos nem relacédo aos infartados.
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Figura 20 - Valores de PAD nos animais Controles (C), Piridostigmina (P),
Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos de 7, 21 e 42 dias. (*
vs C, p < 0.05 considerado significativo).
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4.1.3 Pressao Arterial Média

Para uma melhor visualizacdo dos resultados obtidos nos diferentes
tempos de estudo, optou-se pela apresentacdo dos mesmos em uma figura
e uma tabela. A figura 21 e tabela 5 (apresentada em anexo) apresentam os
dados de pressao arterial média (PAM) em todos os grupos nos periodos de
7, 21 e 42 dias. Observou-se que ap6és o infarto do miocaridio houve uma
reducao significativa da PAM em todos os tempos estudados. O tratamento
com piridostigmina, per se, ndo altera a PAM no grupo controle; entretanto,
quando administrada, apés infarto, leva a restauracdo da PAM para valores

de normalidade, em todos os tempos estudados, como observado na PAS.
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Figura 21 - Valores de PAM nos animais Controles (C), Piridostigmina (P),
Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos de 7, 21 e 42 dias (*
vs C, *vs |, p <0.05 considerado significativo).
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4.1.4 Frequéncia Cardiaca

Os dados obtidos (apresentados na figura 22 e tabela 6, em anexo)
mostram que os valores de freqiéncia cardiaca (FC), nos animais controles
tratados, ndo apresentavam alteracoes significativas em 7, 21 e 42 dias
quando comparados a controles nao tratados. Ap6s o tratamento com
piridostigmina somente observa-se bradicardia apds 42 dias de tratamento.
Em animais infartados, observou-se uma reducao da freqiéncia cardiaca,
ao passo que apos o tratamento esta retornou a valores semelhantes aos

encontrados em animais controle.
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Figura 22 - Valores de FC nos animais Controles (C), Piridostigmina (P),
Infartados (I), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos de 7, 21 e 42 dias (*
vs C, *vs |, p < 0.05 considerado significativo).
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4.2 Estudo da funcao ventricular e caracterizacao hemodinamica

4.2.1 Avaliacao da Pressao Intraventricular
Pressao Diastolica Final

A pressao diastélica final (PDF) esta apresentada na figura 23 e na
tabela 7 (apresentada em anexo). Observou-se que a PDF nao se alterou
apos o tratamento de controles com piridostigmina quando comparados com
controles nao tratados. Em animais infartados, o aumento esperado na PDF
foi reduzido apos tratamento com Piridostigmina por 21 e 42 dias. Contudo,
no periodo de 7 dias, os valores de PDF foram semelhantes aqueles

encontrados em animais infartados nao tratados.
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Figura 23 - Valores de PDF nos animais Controles (C), Piridostigmina (P),
Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos de 7, 21 e 42 dias.
(*vs C,"vs I, ** p < 0.05 considerado significativo).
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Velocidade de contracao e relaxamento cardiaco

Os dados de velocidade de contracao (dP/dt positiva) e relaxamento (dP/ dt
negativa) serdo apresentados nas figuras 24 e 8 (apresentada em anexo) e
tabelas 25 e 9 (apresentada em anexo), respectivamente.

Pode-se observar que os animais infartados, inicialmente (7 dias),
apresentaram uma reducao da dP/dt positiva que ao longo do tempo (21 e
42 dias) retornou a valores semelhantes aos animais controles. Ja a
administracdo de brometo de piridostigmina, em 21 e 42 dias, foi capaz de
melhorar a velocidade de contracao cardiaca.

Quanto a velocidade de relaxamento cardiaco, os animais infartados
apresentaram os valores reduzidos em todos os tempos estudados, embora
em 7 e 42 dias ela esteja um pouco maior. A administracdo de brometo de
piridostigmina apds o infarto foi capaz de melhorar a dP/dt negativa em

tempos maiores de administracéo (21 e 42 dias).
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7 dias 21 dias 42 dias

Figura 24 - Valores de dP/dt positiva nos animais Controles (C),
Piridostigmina (P), Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos
de 7,21 e 42 dias. (* vs C, "vs |, ** p < 0.05 considerado significativo).
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Figura 25 - Valores de dP/dt negativo nos animais Controles (C),
Piridostigmina (P), Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos
de 7,21 e 42 dias. (* vs C, "vs |, ** p < 0.05 considerado significativo).
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4.2.2 Avaliacoes Morfofuncionais

Serdo apresentados, a seguir, valores obtidos para as variaveis
estudadas, como area de acinesia, fracdo de ejecdo, peso do ventriculo
esquerdo (corrigido pelo peso corporal) e medida histolégica da area de

infarto.

4.2.2.1 Funcao sistolica

Fracao de Ejecao

Os valores apresentados na figura 26 e tabela 10 (apresentada em
anexo) mostram a fracdo de ejecdo encontrada apo6s a ligadura da artéria
coronaria descendente anterior. Em animais infartados observou-se que,
como esperado, ha uma reducédo dos valores de fracdo de ejecdo. Ja o
tratamento melhora estes valores apds o infarto, em periodos mais longos
(21 e 42 dias). O tratamento no grupo nado infartado ndo alterou essa

variavel em relacdo ao grupo controle.
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Figura 26 - Valores de fracdo de ejecdo nos animais Controles (C),
Piridostigmina (P), Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP), nos tempos de

7, 21 e 42 dias (%). (* vs C, Tvs |, " vs I7dias, " * " p < 0.05 considerado
significativo).

Fracao de Encurtamento

Os valores apresentados na figura 27 e tabela 11 (apresentada em
anexo) mostram a fracdo de encurtamento encontrada apés a ligadura da
artéria coronaria descendente anterior. Em animais infartados, observou-se
que ha uma reducao da fracao de encurtamento, mais pronunciada aos 21 e
42 dias, corroborando com os valores de fragdo de ejecdo. Por outro lado, o
tratamento melhora a fracdo de encurtamento em todos os tempos de

tratamento, corroborando com a melhora da fracdo de ejecdo. Ainda, o
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tratamento no grupo nao infartado ndo levou a modificacdes em relacdo ao

controle.
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Figura 27 - Valores de fracdo de encurtamento corrigido nos animais
Controles (C), Piridostigmina (P), Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP)

nos tempos de 7, 21 e 42 dias em (%). (* vs C, "vs |, " vs |7dias, " * " p < 0.05
considerado significativo).

4.2.2.2 Funcao Diastélica

Tamanho do atrio esquerdo

Os valores apresentados na figura 28 e tabela 12 (apresentada em
anexo) mostram as medidas de tamanho do atrio esquerdo (AE). Como se
sabe que o volume de sangue encontrado no atrio depende da capacidade

de ejecao do ventriculo, espera-se um aumento desta cdmara quando o
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ventriculo esquerdo reduz sua capacidade funcional, aumentando o volume
de sangue tanto no ventriculo como no atrio (esquerdos). A avaliacéao
revelou um aumento no tamanho do AE apés o infarto em todos os tempos,
sendo mais pronunciado em 7 e 21 dias. Interessantemente, o tratamento
com piridostigmina aboliu este aumento, refletindo a melhora da funcao
ventricular nestes animais. O tratamento no grupo nao infartado nao levou a

modificacées em relagédo ao controle.
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Figura 28: Valores do tamanho do atrio esquerdo corrigido nos infartados (1),

+

Infartados tratados (IP) nos tempos de 7, 21 e 42 dias (cm). (*vs C,*vs |,
< 0.05 considerado significativo).
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Desaceleracao

Os valores apresentados na figura 29 e tabela 13 (apresentada em
anexo) mostram a desaceleragdo medida nos grupos estudados. Em
animais infartados, observou-se que ha uma reducdo da desaceleracao,
mais pronunciada aos 21 e 42 dias, mostrando uma redugao da eficiéncia do
ventriculo ndo sé em contrair, mas também em relaxar. Por outro lado, o
tratamento melhora esta desaceleracdo nos animais infartados,
especialmente em 21 e 42 dias. O tratamento no grupo nao infartado nao

levou a modificacées em relacdo ao controle.
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Figura 29 - Valores de desaceleragao corrigidos nos infartados (1), Infartados
tratados (IP) nos tempos de 7, 21 e 42 dias (cm/Kg). (*vs C,*vs |, "p <0.05
considerado significativo).
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4.2.2.3 Morfometria

Area de Acinesia

Os valores apresentados na figura 30 e na tabela 14 (apresentada em
anexo) mostram a area de acinesia encontrada apds a ligadura da artéria
corondria descendente anterior. Os infartos, de acordo com a literatura
(PFEPFER, 1991), sédo classificados como moderados. A andlise dos
resultados mostra que os grupos infartados apresentam area de acinesia
importante, sendo esta maior nos tempos de 21 e 42 dias, quando a cicatriz
esta formada. Por outro lado, o tratamento com piridostigmina melhora esta

reducao do funcionamento da parede ventricular em todos os tempos.
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Figura 30 - Valores area de acinesia nos infartados (l), Infartados tratados
(IP) nos tempos de 7, 21 e 42 dias (em %). (* vs C, * vs 17dias, * p < 0.05
considerado significativo).
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Area de Infarto

As medidas da area de infarto foram feitas nos grupos que tiveram
ligadura da artéria interventricular anterior (I e IP). Como a medida
histoldégica permite visualizar a cicatriz formada e esta normalmente se
estabelece até os 21 dias, serdo apresentados a seguir os valores
encontrados para os grupos infartados de 21 e 42 dias (figura 31). Os
infartos, de acordo com a literatura (PFEPFER, 1991), sdo classificados
como moderados. Como pode ser visto na figura 31, os animais nao
tratados apresentaram é&rea de infarto entre 25 e 30%, enquanto o

tratamento com piridostigmina aboliu a formacao de cicatriz.
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Figura 31 - Valores area de infarto nos infartados (l), Infartados tratados (IP)
nos tempos de 21 e 42 dias (em %).
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4.2.2.5 Correlacao da Pressao Diastélica Final e Fracao de Ejecao.

A figura 32 representa a correlacdo entre a pressdo diastélica final e
fracdo de ejecdo, considerando todos os grupos estudados (controle,
piridostigmina, infartado e infartado piridostigmina). A correlagdo apresenta-
se negativa (r = -0,65; p<0,05), indicando que quanto maior a PDF menor
sera a fracdo de ejecdo. Tal resultado corrobora com a idéia de que o
aumento de PDF (incapacidade de esvaziar adequadamente o ventriculo e
permanéncia de mais sangue na cavidade durante a diastole) observado
apos o infarto resulta de uma piora de funcédo sistélica, diretamente

relacionada a uma redugéo na fracao de ejegéao.

PDF (mmHg)

0.061 0.082 0.102 0.123 0.143 0.164 0.184 0.205 0.225 0.246 0.266 0.287 0.307 0.328 0.348 0.369 0.389 0.41 0.43 0.451 0.471 0.492 0512
FE (%)

Figura 32 - Correlacdo dos valores de pressao diastélica final e fracdo de
ejecdo nos animais Controles (C), Piridostigmina (P), Infartados (l),
Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos de 7, 21 e 42 dias.



60

4.3 Estudo da Funcao Autonémica

4.3.1 Variaveis Hemodinamicas no Domino da Freqliéncia

Modulacao Autonémica

A modulacao autonémica é dada pela analise dos dados no dominio da
freqiiéncia que avalia, por calculo matematico, a participagdo dos sistemas
simpatico (banda de baixa freqiiéncia) e parassimpatico (banda de alta

freqiéncia), como ja descrito anteriormente na metodologia.

a) Banda de Baixa Frequiéncia do Intervalo de Pulso (BF)

Os valores apresentados na figura 33 e tabela 15 (apresentada em
anexo) mostram que tanto em 7 quanto em 21 e 42 dias ocorreu uma
reducdo dos valores da banda de baixa freqliéncia em todos os animais

infartados ou ndo, apds o tratamento com piridostigmina.
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Figura 33 - Valores de BF do intervalo de pulso nos animais Controles (C),
Piridostigmina (P), Infartados (I), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos
de 7, 21 e 42 dias (em %), (*vs C,"vs |, p < 0.05 considerado significativo).

b) Banda de Alta Freqiiéncia do Intervalo de Pulso (AF)

Os valores apresentados na tabela 16 (apresentada em anexo) e figura
34 mostram que ocorreu um aumento dos valores da banda de alta
frequéncia da variabilidade do IP apds o tratamento. Por outro lado, em
todos os tempos de tratamento ndao mudou o0 comportamento do

componente AF da variabilidade do IP em todos os grupos.
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Figura 34 - Valores de AF do intervalo de pulso nos animais Controles (C),
Piridostigmina (P), Infartados (I), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos
de 7, 21 e 42 dias (em %), (*vs C, "vs I, * " p < 0.05 considerado
significativo).

c) Balanco Autonémico

Os valores apresentados na figura 35 e na tabela 17 (apresentada em
anexo) ilustram os dados de balanco autonémico cardiaco expresso pela
razdo BF/AF. Estes sugerem que o tratamento reduz o balango autonémico
em todos os tempos estudados nos grupos controle e infartado.

Desta forma, pode-se considerar que o tratamento com piridostigmina
reduz, seja em animais intactos como em infartados, a relagdo entre
atividade simpdtica e parassimpatica, indicando uma melhora de agéo

parassimpatica sobre o coragcdo. Isso corrobora com o0s resultados
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observados nos bloqueios autonémicos, onde se verifica redugdo do tono

simpatico e aumento do parassimpatico (apresentados a seguir).

P i N
1.0 + — * T
0.9 - T
0.8 T T i
0.7
0.6 m P
0.5 |

0:4 E T T | m P

7 dias 21 dias 42 dias
Figura 35 - Valores de balanco autonémico cardiaco Controles (C),

Piridostigmina (P), Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos
de 7,21 e 42 dias (*vs C,"vs |, ** p < 0.05 considerado significativo).

Variancia de Intervalo de Pulso

De acordo com os valores da figura 36 e da tabela 18 (apresentada em
anexo), pode-se verificar que a variancia da freqiiéncia cardiaca dos animais
controles aumentou apds tratamento com piridostigmina. No infarto, os
valores de variabilidade apresentam-se reduzidos em todos os tempos
estudados, e aumentam apds o tratamento para valores maiores do que 0s

do grupo controle.
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Figura 36 - Valores de variancia do intervalo de pulso nos animais Controles
(C), Piridostigmina (P), Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP) nos
tempos de 7, 21 e 42 dias (* vs C, "vs |, * * p < 0.05 considerado
significativo).

Variancia de Pressao Arterial Sistdlica

De acordo com os valores apresentados na figura 37 e na tabela 19
(apresentada em anexo), abaixo pode-se verificar que a variancia de PAS é

semelhante entre os grupos.
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Figura 37 - Valores de variancia de PAS nos animais Controles (C),
Piridostigmina (P), Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos
de 7, 21 e 42 dias.

4.3.2 Sensibilidade Barorreflexa

Os indices de taquicardia e bradicardia reflexa foram comparados
separadamente para estudas a sensibilidade do reflexo pressorreceptor.
Pode-se observar que, apdés o tratamento com piridostigmina, ocorre uma
melhora da sensibilidade barorreflexa em todos os tempos estudados,
corroborando com dados da literatura que descrevem que apos 7 dias ha
esta melhora (SOARES et al, 2004). Os resultados do presente estudo

mostram que esta resposta é mantida em 21 e 42 dias de tratamento.
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A figura 38 (e tabela 20, apresentada em anexo) apresenta os valores
obtidos para os indices de taquicardia nos grupos e tempos estudados. O
tratamento com piridostigmina aumenta a taquicardia reflexa nos trés
tempos de estudo. Ainda, observa-se que os animais infartados apresentam
uma reducado da taquicardia, que apds o tratamento com piridostigmina
retorna a valores semelhantes aos encontrados em animais controles em

todos os tempos estudados.
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Figura 38 - Valores de taquicardia reflexa nos animais Controles (C),
Piridostigmina (P), Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos
de 7,21 e42dias (*vs C,"vs |, ** p < 0.05 considerado significativo).

A figura 39 (e tabela 21, apresentada em anexo) apresenta os valores
obtidos para os indices de bradicardia nos grupos e tempos estudados.

Semelhante ao observado para os indices de taquicardia, também ocorre
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um aumento da bradicardia reflexa apdés o tratamento com piridostigmina.
Além disso, a reducdo de bradicardia reflexa nos animais infartos €
totalmente abolida se houver tratamento com piridostigmina. Um fato
interessante € o de que ndo sé ocorre aumento da bradicardia nos animais

IP, como esta esta inclusive aumentada em relacado aos controles.

7 dias 21 dias 42 dias
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Figura 39 - Valores de bradicardia reflexa nos animais Controles (C),
Piridostigmina (P), Infartados (1), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos
de 7,21 e 42 dias (*vs C,"vs |, ** p < 0.05 considerado significativo).

4.3.3 Avaliacao do Bloqueio Autonémico

Os dados correspondentes a avaliacdo do bloqueio autonémico (t6nus
vagal, tbnus simpatico e freqliéncia cardiaca intrinseca) estdo apresentados

na figura 40.
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Figura 40 - Valores de TV, TS, FCI nos animais Controles (C),
Piridostigmina (P), Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos
de 7, 21 e 42 dias (* vs C, "vs |, p = 0.05 considerado significativo).

O tratamento com piridostigmina, em todos os tempos estudados, leva
ao aumento do toénus vagal em todos os grupos tratados quando
comparados a seus controles intactos ou infartados. J4 quando administrada
apds o infarto, esta droga, € capaz de restabelecer o tbnus vagal (TV) a
valores semelhantes aos encontrados em animais controles, uma vez que
animais infartados apresentam uma reducédo significativa deste parametro

(tabela 22).
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Tabela 22 - Tabela dos valores de Ténus Vagal - TV (em bpm) nos animais
do grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P I IP
7 dias 53 +4 79 + 4* 39 +£16* 62 +9*
21 dias 54 4 72 +5* 32 +2* 102 £ 7**
42 dias 50 £3 74 +4* 34 + 5% 79 £ 6**

(* vs C,"vs |, p = 0.05 considerado significativo).

O tbnus simpatico (TS) apresenta-se semelhantemente reduzido apos a
administracdo de piridostigmina em todos os tempos e grupos estudados.
Nos animais infartados, a participacdo do simpatico esta aumentada, sendo
maior em 7 do que em 21 e 42 dias (embora esteja semelhantemente
aumentado quando comparada aos controles). Contudo, o tratamento com
piridostigmina apds o infarto, foi capaz de reduzir os valores de ténus
simpatico aqueles encontrados em animais controles em todos os tempos

estudados (7, 21 e 42 dias) (tabela 23).
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Tabela 23 - Tabela dos valores de Ténus Simpético - TS (em bpm) nos

animais do grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P | IP
7 dias 51 %5 20 +3* 106 + 5% 41 £4**
21 dias 505 30 +5* 53 £1 28 + 8**
42 dias 57 +4 27 +6* 64 £5 29 £ 2**

(*vs C,"vs |, p < 0.05 considerado significativo).

Os valores de Frequéncia Cardiaca Intrinseca (FCI) indicam que o

tratamento com piridostigmina ndo sé aumenta os valores de FCIl ap6s o

tratamento em animais controle tanto em 7, 21 e 42 dias, mas também

restaura os valores de FCl em animais infartados (tabela 24). Estes valores

assemelham-se aqueles encontrados em animais controles.

Tabela 24 - Tabela dos valores de Freqiéncia Cardiaca Intrinseca - FCI (em

bpm) nos animais do grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P I IP
7 dias 408 £10 443 + 3* 346 + 19" 411+ 8**
21 dias 407 £8 427 + 5* 374 £4~* 431 £ 7%
42 dias 411 =7 427 + 4* 357 £8* 415 + 4**

(* vs C, "vs |, p < 0.05 considerado significativo).
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4.3.4 Estimulacao Elétrica do Vago

Grupo de 7 dias

Conforme os dados apresentados na figura 41 e na tabela 25
(apresentada em anexo), todos os animais apresentaram bradicardias
maiores conforme era aumentada a freqiéncia de estimulagdo. Observa-se
reducado dessas respostas em animais infartados enquanto a piridostigmina
potencializou as respostas de bradicardia tanto em controles quanto em
infartados.

Observa-se que na freqiéncia de estimulagdo de 16Hz pode haver
saturacao de resposta (pelo menos nos grupos tratados), visto que a

bradicardia nao foi diferente.
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Figura 41 - Valores percentuais de bradicardia ap6s a estimulacéo elétrica
do nervo vago nos animais Controles (C), Piridostigmina (P), Infartados (l),
Infartados Piridostigmina (IP) nos tempos de 7 dias. (* vs C, *vs |, p < 0.05
considerado significativo).
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Grupo de 21 dias

Conforme os dados apresentados na figura 42 e na tabela 26
(apresentada em anexo), observa-se que todos 0s grupos controles e
infartados possuem valores percentuais de bradicardia progressivamente
maiores a medida que aumenta a freqiéncia de estimulo. O tratamento
aumentou as respostas bradicardicas tanto em animais controles quanto em

animais infartados.
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Figura 42 - Valores percentuais de bradicardia ap6s a estimulacéo elétrica
do nervo vago nos Controles (C), Piridostigmina (P), Infartados (l), Infartados
Piridostigmina (IP) no tempo de 21dias. (* vs C, " vs |, p < 0.05 considerado
significativo).
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Grupo de 42 dias

Tanto em animais controles quanto em animais infartados ha um mesmo
padrdo de resposta de bradicardia frente ao estimulo elétrico. Somente o
grupo tratado parece ser diferente do ndo tratado (figura 43 e tabela 27,

apresentada em anexo) e apenas nas freqiiéncias de 8 e 16 Hz.
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Figura 43 - Valores percentuais de bradicardia ap6s a estimulacéo elétrica
do nervo vago nos animais Controles (C), Piridostigmina (P), Infartados (I),
Infartados Piridostigmina (IP) no tempo 42 dias. (*vs |, p < 0.05 considerado
significativo).
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4.3.6 Estimulacao Quimica com Metacolina

Grupo de 7 dias

De acordo com a figura 44 e a tabela 28 (apresentada em anexo), 0s
animais infartados tratados apresentaram uma resposta bradicardica maior
gue os animais controles quando administrada a dose de 5 ug de metacolina
(dose maxima). Nao ha diferencas significativas nas outras doses utilizadas

e grupos analisados.
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Figura 44 - Valores percentuais de bradicardia apés a infusdo de metacolina
nos animais Controles (C), Piridostigmina (P), Infartados (I), Infartados
Piridostigmina (IP) no tempo de 7dias. (* vs C, *vs |, p < 0.05 considerado
significativo).
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Grupo de 21 dias

Os dados apresentados na figura 45 e na tabela 29 (apresentada em
anexo), mostram que o tratamento com piridostgmina em animais infartados
parece potencializar as respostas bradicadicas nas doses de 1,25 ug, 2,5 ug
e 5 ug. Entretanto ndo ha diferencas estatisticas em nenhum dos tempos e

grupos.

1,25

-100 -

Figura 45 - Figura representativa valores percentuais de bradicardia ap6s a
infusdo de metacolina nos animais nos animais Controles (C), Piridostigmina
(P), Infartados (l), Infartados Piridostigmina (IP) no tempo de 21 dias. (* vs
C, *vs |, p < 0.05 considerado significativo).
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Grupo de 42 dias

Considerando todos os tempos de tratamento e grupos foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas apenas entre animais
infartados tratados, nas as doses de 2,5 e 5 ug como pode ser visto na
figura 46 (tabela 30, em anexo). Esses animais apresentaram resposta

reduzida em relacdo a seu controle infartado.

1,25 2,5 5 (ng)

-100 -

Figura 46 - Valores percentuais de bradicardia apés a infusdo de metacolina
nos animais nos animais Controles (C), Piridostigmina (P), Infartados (I),
Infartados Piridostigmina (IP) no tempo de 42 dias (em %). (*vs I, p < 0.05
considerado significativo).
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5. Discussao
Os resultados deste trabalho mostraram que a inibigcdo crénica da
acetilcolinesterase pela administracdo de brometo de piridostigmina por

diferentes tempos apo6s a oclusédo coronariana completa, induz:

1) Normalizacdo da PA, sem alteracao da FC basal, com recuperacao da
funcao sistélica medida pelas fracées de ejecdo e de encurtamento, bem
como das dP/dt positiva e negativa; a funcao diastélica também
melhorou conforme se observa pela reducao do diametro do atrio
esquerdo e da PDF, que retornou a valores de normalidade.

2) Aumento do tdnus vagal e reducao do ténus simpatico, com melhora da
sensibilidade do barorreflexo, aumento da variabilidade da FC e aumento
da banda de alta freqtiéncia e reducao da banda de baixa freqiiéncia da
variabilidade da freqiiéncia cardiaca.

3) Todas essas alteracdes foram acompanhadas de reducéo da area de
acinesia medida pela ecocardiografia e confirmada pela histologia nos

diferentes tempos de oclusédo coronariana.
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ALTERACOES HEMODINAMICAS E DA FUNCAO CARDIACA NA OCLUSAO

CORONARIANA: EFEITOS DA ESTIMULACAO COLINERGICA

Com relacado aos dados hemodinamicos e em especial a PA, a Unica
alteracdo observada e que aconteceu em todos os tempos de observacéo, foi a
reducao da PAS, PAM e PAD nos animais infartados, conforme ja observado
em humanos (GRASSI et al., 1992) e em animais de experimentacéo. Mill et al.,
(1995) observaram hipotensdo em ratos avaliados com 30 dias de IM, sendo
esta também observada por Koike et al.(1996) com 8 dias pds-IM. No presente
trabalho, as avaliagbes hemodinamicas realizadas ap6s 7, 21 e 42 dias de IM
mostraram reducao da PAS e inalteragdao da FC no grupo | quando comparado
ao grupo C. Outros autores observaram previamente, taquicardia e hipotensao
nos animais com 1 e 10 dias apés IM (MILL et al., 1991; MEYRELLES et al.,
1994; LACERDA, 2000), e, também em nosso laboratério, De Angelis et al.,
2001 demonstraram reduzida PA e FC em animais com 8 semanas de IM. Por
outro lado, existem estudos que mostram que ratos submetidos ao IM, nao
apresentam hipotensao e bradicardia 7 e 15 dias apds o procedimento cirurgico,
mantendo-se em niveis proximos a normalidade (MILL et al., 1997). A FC
também nao sofreu alteracdo estatistica nos animais infartados (7 dias) em
relacdo aos controles, revertendo possivelmente, o quadro de taquicardia
observado em ratos com apenas um dia de IM (LACERDA, 2000). O mesmo
trabalho mostrou que a taquicardia pode ser substituida pela bradicardia em 7

dias apds o IM. De fato, no presente estudo observamos em 21 e 42 de oclusao
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coronariana, redugdo da FC basal. Essa bradicardia pode representar um
mecanismo de ajuste frente ao miocéardio lesado, com reducdo da demanda
metabdlica e aumento do tempo de enchimento diastélico, levando a maior
distensdo do ventriculo esquerdo com consequente aumento da forgca de
contracdo. Essa hipdtese pode ser confirmada quando observamos o aumento
da PDF nesse grupo em todos os tempos de infarto e a recuperacdo da
contratilidade pelo retorno da dP/dt positiva a valores semelhantes aos do
controle nos tempos de 21 e 42 dias de IAM. A reducédo da PA, que muitas
vezes acompanha o infarto agudo do miocardio, pode ser devida a reducéo do
débito cardiaco por reducdo do desempenho do coracéo afetado pela isquemia.
De fato, no presente trabalho a avaliagdo da area de acinesia, bem como a
avaliagao pela histologia revelou que 25 a 30% do ventriculo esquerdo estava

infartado.

O tratamento com piridostigmina normalizou a reducao de PA observada
apos o IAM em todos os tempo estudados. Essa recuperacéo provavelmente se
deva a recuperacdo da funcdo cardiaca observada pela normalizagdo das
fracdes de ejecdo e de encurtamento observada em 21 e 42 dias, pela reducao
da PDF e melhora da funcédo diastélica e retorno da FC a valores de
normalidade nesses tempos. Em 7 dias, somente a dp/dt positiva aumenta apds
o tratamento com piridostigmina, sugerindo que maiores tempos de tratamento

possam influenciar as mudancas mais consistentes na funcéao.
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Nos animais controle, a piridostigmina ndo modificou a PA, mesmo no
tratamento mais prolongado, quando houve reducdo da FC basal. Isso
provavelmente se deva a manutencdo das funcdes sistdlica e diastdlica do
ventriculo esquerdo. De fato, resultados anteriores de nosso grupo, porém
obtidos durante um tempo menor de acompanhamento (7 dias), ndo mostraram
alteracoes significativas da PA nem da FC basal em ratos normotensos.

(SOARES et al, 2004 ).

Sabe-se que a estimulagdo muscarinica cardiaca por inibicdo da
acetilcolinesterase, permite o aumento da concentracdo sinaptica do
neurotransmissor, promovendo assim um efeito parassimpaticomimético
(STEPHENSON e KOLKA, 1990). A piridostigmina, um carbamato, € um agente
anticolinesterasico reversivel, com uma meia-vida de aproximadamente 2,5h
(KOLKA e STEPHENSON, 1990). Tanto a piridostigmina como outros
anticolinesterasicos exercem suas acdes em sinapses colinérgicas, onde a
acetilcolina, liberada sob estimulacdo neural ndo é hidrolizada e continua ligada
com o0s receptores disponiveis na fenda sinaptica. Por ter uma amina
quaternaria, a piridostigmina tem uma agdo de carater periférico, pois nao

atravessa a barreira hemato-encefalica.

Quanto a funcgao cardiaca, foi possivel observar que a oclusdo da artéria
coronaria induziu alteracdes das fungdes sistdlica e diastdlica que, avaliadas
pelo ecocardiograma, se caracterizaram por reducdo da fracdo de ejecédo e de

encurtamento, redugcdo do tempo de desaceleracdo da onda E e aumento do
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atrio esquerdo. As imagens ultra-sonograficas das estruturas cardiacas e
velocidade do fluxo sangiineo pelo ecodopplercardiograma séo largamente
reconhecidas por proporcionar algumas das mais acuradas medidas nao
invasivas para caracterizacdo da morfometria ventricular e analise das funcdes
sistélica e diastélica em humanos (DEVEREUX et al.,, 1987; DEVEREUX et al.,
1986; DEVEREUX & REICHEK, 1977).

Em animais de experimentacdo, o uso do ecocardiograma como
metodologia ndo invasiva da analise da funcao e estrutura cardiacas, também
vem se tornando rotina gracas ao avanco tecnolégico e desenvolvimento de
transdutores ultra-sonograficos com freqliéncias maiores, que proporcionam
uma resolugdo adequada a pequenas estruturas (PAWLUSH et al. , 1993).
Essa pratica vem sendo amplamente utilizada em estudos que requeiram
analise anatomo-funcional do sistema cardiovascular no curso temporal de
determinada patologia, exatamente por permitir a sobrevivéncia do animal até o
final do experimento. Moléstias como infarto do miocardio, hipertensao arterial
sistémica, diabetes mellitus, entre outras, com tratamento associado ou nao,
podem ser avaliados ao longo de periodos pré-estabelecidos através desta
técnica. No presente estudo, buscamos a avaliagdo da morfometria cardiaca
pelo ecocardiograma, bem como a avaliacdo das alteracdes funcionais do VE
por este reconhecido método nédo invasivo e pela medida invasiva da pressao
intra-ventricular. Cabe salientar que foi somente pelo uso desse recurso que foi

possivel incluir no presente estudo o grupo de animais infartados e acompanha-
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los nos diferentes tempos de tratamento, mesmo que tenhamos usado a area

de acinesia como indice de lesao isquémica.

A inducdo do infarto do miocardio (IM) experimental, por ligadura
coronariana, foi utilizada no presente estudo, pois esta bem estabelecido na
literatura que este procedimento provoca isquemia miocardica e inicia um
processo de disfuncdo e remodelamento do VE, além de induzir a formacao de
vasos colaterais no coracdo (PFFEFER et al., 1991; BANAI et al., 1994ab;
ELSNER & RIEGGER, 1995; UNGER et al., 2001). Devido a sua relevancia
clinica e uma relativa facilidade metodolégica, a insuficiéncia cardiaca induzida
pelo IM € um dos modelos mais utilizados nos trabalhos com animais de
pequeno porte (ELSER et al. 1995). Entretanto, as desvantagens de utilizar
esse procedimento experimental incluem a necessidade de toracotomia, uma
mortalidade relativamente alta durante o procedimento cirurgico e nas primeiras
horas pos-IM (~ 30% neste estudo), e a inducdo, em muitos casos, de uma IC
moderada.

Na literatura, o IM é caracterizado de acordo com seu tamanho:
inferiores a 20% do VE — pequenos; de 20-39% - moderados; maiores que 40%
- grandes (PFEFFER et al, 1985ab, PFEFFER et al, 1991). No presente
estudo a area do infarto, avaliada pelo ecocardiograma, foi em torno de 25 a

30% da parede do VE na avaliacgao inicial nos grupos infartados (Il e IP).
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Como ja citado anteriormente, a ligadura da coronaria em ratos causa
uma perda em torno de 40% da massa de midcitos do ventriculo esquerdo
(ANVERSA et al,, 1985a, PFEFFER et al., 1991, STEFANON et al, 1994)
sendo responsavel pela hipotensdo, reducdo da fracdo de ejecdo e do débito

cardiaco ap6s o IM (DE ANGELIS et al., 2001).

Apesar da hipertrofia cardiaca compensar o déficit provocado pela
morte dos midcitos decorrente do IM na fase inicial deste processo
(aproximadamente até duas semanas pds-infarto), cronicamente a hipertrofia
ventricular esquerda n&o resulta em melhora da funcéo sistolica do VE, avaliada
em coracgdes isolados por Mill et al. (1990) e pelo método de angiografia direta
(para avaliar a funcao do VE em ratos anestesiados) por Liu et al. (1997).
Todavia, a fungéo do ventriculo infartado ndo depende sé do tamanho e da
localizacdo do IM (CORR et al., 1976; MATHEY et al., 1974), mas também das
alteragdes envolvidas na complacéncia ventricular, influéncias neurohumorais,
resisténcia vascular sistémica e complacéncia venosa, além da progressao e
extensao da hipertrofia no miocardio ndo infartado (PFEFFER et al., 1979).

No presente estudo, a funcao sistélica mostrou-se reduzida nos animais
infartados (I e IP) quando comparados aos animais nao infartados (C e P). Nas
avaliagdes ecocardiograficas, foi observada reducdo da FE nos grupos
infartados em relacao aos grupos nao infartados (C e P). Os valores de FE (30-
50%) observados nos grupos infartados podem indicar um déficit moderado do

VE, conforme Campos Filho et al. (2005). Além disso, é importante lembrar que
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todos os pacientes portadores de FE inferior a 50% sao considerados
portadores de disfuncdo sistélica (SIMOES et al., 2005). Individuos nestas
condigcdes apresentam grande predisposicdo para evolucdo ao quadro de
insuficiéncia cardiaca (IC), sendo esta uma sindrome clinica de alta incidéncia,
caracterizada por intolerancia ao esforco fisico, fadiga associada ou nao a
edema e dispnéia (ROVEDA et al., 2005).

As avaliagdes diretas da funcédo sistélica ventricular confirmam as
evidéncias ecocardiograficas através da demonstracido da reduzida +dP/dt nos
grupos infartados em relacdo ao controle. Uma vez que detectamos
comportamentos semelhantes de disfuncdo sistdlica nas avaliagcbes nao
invasivas (ecocardiograma) e invasivas (canulagdo do VE) nos grupos
estudados, resolvemos, entdo, testar o grau de correlacdo entre estes dois
métodos. Conforme pode ser observado encontramos uma correlagao positiva
(r=0,65 p<0,005) entre a PDF e a fracédo de ejecao (FE) nos grupos avaliados.

A avaliacao do tempo de desaceleragao da onda E e o tamanho do atrio
esquerdo mostrou-se alterada nos grupos infartados, com reducédo do primeiro
e aumento do segundo, refletindo um estado de disfuncao diastélica. Evidéncias
obtidas de estudo ecocardiografico em 571 pacientes apds o IAM, mostraram
que aqueles individuos que apresentam um padrdo restitivo precocemente
durante sua evolucdo temporal, expresso por um tempo reduzido de
desaceleracao do pico E, sédo fortes candidatos a disfuncao cardiaca associada
a progressiva dilatacdo do VE (TEMPORELLI et al, 2003). Os mesmos autores

reforcam a importdncia da disfuncdo diastélica como preditor do risco de
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progressdo para a dilatacdo do VE, mesmo em presenga de um |IAM néo
complicado.

Outra variavel que estava alterada nos animais infartados nesse estudo,
e que tem sido utilizada como marcador da disfuncao diastélica, € o0 aumento do
tamanho do atrio esquerdo. Dados recentes obtidos em um grupo de 2705
pacientes submetidos ao ecocardiograma de estresse mostraram que o
tamanho do atrio esquerdo foi capaz de adicionalmente estratificar risco em
grupos com eco de estresse normal e anormal (BANGALORE et al, 2007).

O presente estudo foi capaz de mostrar que as alteragdes da funcao
cardiaca induzidas pelo IAM foram em grande parte prevenidas pela
estimulacao colinérgica crénica por piridostigmina. De fato, se observarmos os
indicadores de fungao sistélica e diastdlica avaliados pelo ecocardiograma,
veremos que a piridostigmina administrada por 21 e 42 dias, aumenta as
fracbes de ejecdo e de encurtamento, o tempo de desaceleracdo da onda E e
reduz o tamanho do atrio esquerdo. As medidas diretas de fung¢édo do VE, como
a PDF e as derivadas de contracdo e relaxamento estavam também
melhoradas pela piridostigmina. Em sete dias de tratamento e de IAM, nem as
fracOes de ejecao e encurtamento melhoram, mas n&o se observa alteracao do
tempo de desaceleracdo da onda E. Por outro lado, o tamanho do atrio
esquerdo, aumentado no grupo infartado, volta a valores semelhantes aos
observados nos controles. Tais achados foram confirmados pelas medidas
diretas da funcdo do VE, visto que a PDF se manteve aumentada apés o

tratamento e a dP/dt negativa, reduzida em 7 dias. Somente a dP/dt positiva
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estava aumentada, o que poderia em parte ser explicado pelo aumento da PDF,
levando a distensdo da cavidade do VE e aumentando a forca de contracéao.

A estimulacao colinérgica é uma intervengdo conhecida por liberar 6xido
nitrico pelo endotélio (FURCHGOTT et al, 1980), sendo esta uma das
possibilidades para explicar a melhora da funcéo diastdlica observada em 21 e
42 dias de tratamento com piridostigmina, uma vez que ja foi demonstrado que
o 6xido nitrico aumenta a distensibilidade ventricular em humanos (PAULUS et
al, 1999). Em relagdo a melhora da funcéo sistélica e a manutencao da PA apéds
tratamento com piridostigmina, uma questdo que deve ser considerada é o fato
de que os inibidores da colinesterase aumentam a disponibilidade de
acetilcolina, inibindo sua hidrélise nos ganglios autonémicos, incluindo os ramos
adrenérgicos. E portanto presumivel que a piridostigmina aumente a
transmissao ganglionar simpatica levando a um aumento do ténus adrenérgico.
Este é o possivel mecanismo de acédo desta droga na prevencao da queda da
PA na hipotensdo ortostatica.(SINGER et al, 2006). Recentemente, a
estimulacdo vagal na melhora da funcdo hemodinamica na insuficiéncia
cardiaca tem sido atribuida, prioritariamente, a reducao da FC (SABBAH et al,
2007). No presente estudo, entretanto, ndo houve variacdo da FC basal apds
tratamento com piridostigmina nos animais infartados. Mesmo nos animais
tratados com piridostigmina por 42 dias, a FC basal caiu, ndo se observou
alteracdo significativa da fungcdo. Independente se direta ou indireta (via
administracdo de anticolinesterasicos, por exemplo), a estimulacdo do vago

parece ter efeitos benéficos no remodelamento e no progndstico clinico da
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insuficiéncia cardiaca, sugerindo uma relacao estreita entre disfungao cardiaca

e desregulagao autonémica.

ALTERACOES DA FUNCAO AUTONOMICA NA OCLUSAO CORONARIANA:

EFEITOS DA ESTIMULACAO COLINERGICA

Nas ultimas décadas, assistimos a um grande progresso no tratamento da
insuficiéncia coronaria, particularmente atribuido a evolucdo do arsenal
terapéutico. Os beta-bloqueadores, por exemplo, tém demonstrado promover
em alguns estudos, reducao significativa da mortalidade, principalmente

através de reducao da morte subita (GHEORGHIADE et al.,,1993; Kostis JB et
al, 1987),. Estes efeitos se devem a diminuicdo de consumo miocéardico de O,
e, adicionalmente, ao bloqueio da hiperatividade adrenérgica pds-infarto (WEBB
et al. 1972). Recentemente, tem-se procurado separar subgrupos com risco
maior de morte subita, utilizando diferentes medidas como a eletrocardiografia
de alta resolucdo, a monitoracado eletrocardiografica continua e analise da
sensibilidade do barorreflexo. Evidenciou-se que a disautonomia por
hiperatividade adrenérgica, poderia estar acompanhada de hipoatividade vagal,
expressa por redugdo da variabilidade do intervalo RR e da sensibilidade do
barorreflexo (MOSER et al, 1994). A partir de sua associacdo com morte subita
(WOLF et al, 1978) e da publicacdo de evidéncias experimentais (BILLMAN et
al, 1982) e clinicas (KEIGER et al, 1984) do seu valor prognéstico, a

hipoatividade vagal passou a ser considerada um fator de risco independente
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para morte subita no periodo pés-infarto (LEVY et al, 1994). Surgiu portanto, a
busca por drogas que modulassem o sistema parassimpatico, particularmente
atuando sobre a agado da acetilcolina (ACh). A partir dai, se identificam alguns
trabalhos na literatura (CASADEI et al 1993; DE FERRARI et al, 1993;
PEDRETTI et al., 1993; VYBIRAL et al.,, 1993) com os primeiros dados sobre
os efeitos da escopolamina, um agente colinomimético, no tébnus vagal de
pacientes pos-infarto. Os resultados mostraram efeito vagomimético, com
reducao da freqléncia cardiaca e aumento da variabilidade do intervalo RR
e/ou da sensibilidade do barorreflexo. Apesar disso, a escopolamina apresentou
o inconveniente de somente possuir acdo agonista colinérgica em baixas doses,
passando a um efeito inverso (blogueador) em doses maiores (PONTES et al ,
1999). Nesse sentido, a piridostigmina parece ser uma droga mais adequada,
por ser inibidora reversivel da acetilcolinesterase (atropina) e ja ter sido usada

no tratamento da miastenia gravis.

No presente estudo, utilizou-se a administracdo de piridostigmina na agua
de beber, uma vez que o consumo médio de agua foi semelhante nos animais
tratados ou ndo. Uma dose média de 40 mg/kd/dia foi dessa forma administrada
aos animais tratados. Tal dose € semelhante a utilizada previamente por nosso
grupo e que mostrou efeitos inibitérios sobre a atividade da acetilcolinesterase
(SOARES et al, 2004).

O tratamento com piridostigmina mostrou-se eficaz em aumentar o ténus

vagal, quantificado pelo bloqueio farmacoldgico por atropina e propranolol e
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reduzir o tbnus simpatico em animais controles e infartados. Além disso, induziu
aumento das respostas bradicardicas e taquicardicas as variacbes da PA em
todos os tratados, infartados ou nao, aumentando significativamente a
variabilidade do intervalo de pulso nesses grupos. Somente nos infartados
tratados observou-se aumento do componente de alta fequéncia do IP e
reducdo do de baixa frequéncia, com concomitante reducdo do balanco
simpatovagal nesses animais.

O controle barorreflexo da circulacdo € um dos mais importantes
mecanismos de controle momento a momento da pressao arterial. De fato, o
controle da variabilidade da pressao arterial e da frequéncia cardiaca pelo
barorreflexo € a chave para a homeostase fisioldgica. Isso é demonstrado
clinicamente em estudos que mostraram que o prejuizo da fungao barorreflexa
€ um fator de risco independente para morte subita em pacientes pds-infarto do
miocardio (LA ROVERE et al., 1998).
O prejuizo da habilidade para adequadamente regular a FC durante mudancas
na PA tem sido atribuido a algumas alteracbes na atividade cardiaca
parassimpatica (RONDON et al, 2006); entretanto, mudancgas na funcdo dos
receptores atriais muscarinicos (CARRIER et al., 1987) ou na mediagao central
do reflexo barorreceptor observadas em outras situagdes de disfuncao
parassimpatica, ndo podem ser excluidas (FAZAN et al., 1995).

Assim como a atenuacado do controle parassimpatico tem sido valorizada

como marcador funcional na isquemia miocardica, a ativacdo simpatica
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periférica como resultado da atenuacdo do barorrelfexo, tem também sido
repetidamente documentada, especialmente na insuficiéncia cardiaca.

Em um estudo acompanhando pacientes apéds infarto do miocérdio, a
descarga simpatica estava aumentada em poucos dias apds 0 evento
isquémico (2-4 dias) e mantida elevada ap6s 3 a 6 meses (GRAHAM et al.,
2002). Além do mais, a insuficiéncia cardiaca induzida em ratos foi
caracterizada por um aumento em diversos fatores como atividade de renina
plasmatica, arginina vasopressina e fator natriurético atrial na fase aguda e na
fase crbnica, quando os autores observaram aumento da atividade nervosa
simpatica (FRANCIS et al., 2001). A hiperatividade simpatica, além de estar
ligada a morbidade e mortalidade (FRANCIS et al., 1989), também pode
contribuir para o agravamento da disfungdo barorreflexa em individuos com
insuficiéncia cardiaca (ECKBERG et al., 1971).

De fato, nos animais do grupo | também observamos diminuicdo das
respostas bradicardica e taquicardica, mesmo em presenca de reducdo da PA
em relagcdo ao grupo C, que foram revertidas nos animais tratados com
piridostigmina (IP), levando ao retorno a valores similares aos do grupo
controle, mas maiores em relacdo ao grupo |. Lacerda et al. (2000) nao
observaram diferenca para os indices de bradicardia e taquicardia reflexa em
ratos apdés 1 e 10 dias de IM quando, comparados ao grupo controle. Porém,
Kruger et al. (1997) relataram diferencas na bradicardia reflexa em 3 e 28 dias

apos o IM quando comparados com 0s grupos controles.
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A reducdo da sensibilidade barorreflexa encontrada nos animais
infartados pode, portanto, ser associada as alteracdes do sistema nervoso
autbnomo (reducdo da atividade parassimpatica e aumento da atividade
simpatica), comumente observada nos modelos crénicos de insuficiéncia
cardiaca. Cabe ressaltar que, em um estudo com ratos infartados, a
simpatectomia cronica foi eficaz em prevenir a disfuncao barorreflexa nestes
animais (MIRCOLI et al., 2002).

Dessa forma, intervencbes no sentido de melhorar a sensibilidade do
barorreflexo e/ou a participacdo do parassimpatico cardiaco bem como de inibir
a atividade simpatica no controle da pressao arterial e da freqiiéncia cardiaca
tém sido vistas como novas estratégias no manejo das doencas
cardiovasculares e poderiam representar um avan¢o no conhecimento e na

terapéutica de pacientes infartados.

Nesse sentido, a inibicdo dos efeitos da hiperatividade simpatica pelo uso
de beta-bloqueadores na insuficiéncia cardiaca tem sido demonstrada ser um
meio efetivo de reduzir a mortalidade (YUSUF et al, 1996). Em relagdo a
estimulacdo colinérgica por drogas parassimpaticomiméticas, nao existem
informagdes sobre mortalidade, mas ja se tem um consideravel nimero de
evidéncias em favor da melhora autonémica. A estimulacdo colinérgica
protegeu contra a arritmia ventricular em modelos experimentais (STRAMBA-
BADIALE et al, 1991) e interrompeu a taquicardia ventricular em humanos

(WAXMAN & WALD, 1977). Além disso, a estimulacdo colinérgica por
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piridostigmina aumentou a variabilidade da FC (NOBREGA et al, 2001) e
bloqueou as respostas hemodinamicas (NOBREGA et al, 1999) e cardiacas
(SANT’ANNA et al, 2003) ao estresse mental em humanos saudaveis. Além
disso, a piridostigmina aumentou a variabilidade da FC e diminuiu as arritmias
ventriculares em pacientes com insuficiéncia cardiaca (BEHLIN et al, 2003)
Neste estudo, a piridostigmina melhorou a variabilidade do intervalo de
pulso, embora ndo tenha modificado a variabilidade da PA, que, todavia, nao
estava alterada nos grupos infartados. O aumento da variabilidade do intervalo
de pulso foi acompanhado do aumento da banda de alta freqiiéncia e da
reducao da de baixa freqiéncia, conforme relatado anteriormente. Isso levou a
uma reducao do balanco simpatovagal. Essas alteragdes foram provavelmente
devidas ao aumento do tbénus vagal e da reducdo do simpatico, conforme
avaliado pelo duplo bloqueio farmacolégico sobre a resposta de FC. Como a
piridostigmina n&o atravessa a barreira sangue-cérebro, tais efeitos devem
estar associados ao aumento de sua disponibilidade na fenda sinaptica e,
portanto, sujeitos as adaptacdes esperadas nos receptores periféricos quando
expostos a maiores concentracbes de seus agonistas. Dessa forma, o
tratamento com piridostigmina por diferentes tempos poderia ter resultados em
diferentes efeitos sobre a bradicardia dependentes de uma estimulacdo mais ou
menos prolongada (7, 21 e 42 dias). O estudo da via eferente parassimpatica
pela estimulacdo elétrica mostrou que, em todos o0s tempos, 0S grupos
infartados tratados aumentaram a bradicardia quando comparados aos

infartados nao tratados, embora aos 42 dias isso somente ocorresse nas
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freqiéncias maiores de estimulagdo. Nos controles, a piridostigmina aumentou
a bradicardia em 7 e 21 dias e n&o foi diferente aos 42 dias de tratamento. As
maiores bradicardias absolutas foram encontradas em 16 Hz de estimulacéo
aos 21 dias de tratamento, sugerindo uma variacdo temporal com atenuacéo
das respostas aos 42 dias. O uso da metacolina para testar a funcao
muscarinica, ndo mostrou diferencas nos controles nos diferentes tempos, o
que se atribui a grande variabilidade nas respostas individuais. Nos infartados
tratados, entretanto, foi possivel observar na maior dose, redugdo da
bradicardia, sugerindo reducao do numero de receptores muscarinicos. Quando
o vago foi estimulado nesse grupo a bradicardia ocorreu e foi significativamente
maior que a do grupo sem tratamento, mostrando respostas muito préximas as
do controle normal. E possivel, portanto que o tempo maior de tratamento tenha
induzido algum tipo de ajuste, provavelmente central, em face da reducao da
funcdo muscarinica periférica. Como o tdnus vagal medido nesse tempo e
nesse grupo ainda estava aumentado, é possivel que tenha ocorrido aumento
central ou ainda ajuste periférico do simpatico, de forma que no balanco
houvesse um desvio em favor da atividade parassimpatica nesse grupo.

Ajustes entre a atividade do nervo e os receptores ao agonista liberado
tém sido utilizados para a busca do entendimento de processos fisiopatoldgicos.
Um estudo do nosso laboratério demonstrou que ndo € o ramo eferente do
reflexo comandado pelos pressorreceptores o principal responsavel pela
disfuncao barorreflexa observada no diabetes por STZ em curto prazo (10-20

dias), ja que observamos que as respostas reflexas reduzidas dos diabéticos
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sdo acompanhadas de respostas bradicardicas maiores a estimulacéo direta do
nervo vago e a inje¢cdes de metacolina em ratos (DALL'AGO et al., 2002). O
aumento da bradicardia induzido pela injecdo de metacolina poderia representar
hipersensibilidade de receptores muscarinicos caracteristicamente observada
em presenca de redugcdo da atividade parassimpatica, como demonstrada em
ratos diabéticos (STZ). Isso indicaria, portanto, que o sistema nervoso central
deve ser o sitio da alteracdo no barorreflexo, uma vez que, ndo se observaram
alteracoes funcionais de aferéncia desses barorreceptores em ratos diabéticos
por STZ (DALL"AGO et al. 2002).

A relagdo entre inibicdo da acetilcolinesterase e seus efeitos
cardiovasculares € complexa. Em gatos (STEIN et al, 1997), a bradicardia
provocada por infusdes cumulativas de piridostigmina ocorreu somente apés a
inibicdo da acetilcolinesterase ter atingido um estado de saturacdo. Portanto,
somente apds doses que ndo mais produziram inibicdo da enzima observou-se
a bradicardia maxima. Estes autores mostraram também, que a acéo
bradicardica deste anticolinesterdsico € mais sensivel ao bloqueio dos
receptores M2 e ndo é diretamente proporcional ao grau de inibicdo da
colinesterase. No presente estudo, utilizamos doses que sabidamente inibem a
atividade da colinesterase (DE LA FUENTE, 2003)

Os efeitos conhecidos do sistema nervoso parassimpatico sobre a funcao
cardiaca, FC e conducdo no nodo atrioventricular parecem ser modulados via
receptores M2. Os receptores M3 e M4 podem estar co-localizados em varias

estruturas cardiacas, embora seu papel em modular respostas fisioldégicas seja
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ainda incerto. Os diferentes subtipos de receptores podem ter diferentes efeitos.
Os M2 marcadamente reduzem a FC, encurtam os potenciais de acao atriais,
aumentam a contragdo do musculo liso e podem diminuir a contratilidade
diretamente. Anticorpos contra os receptores M2 tém sido identificados em
pacientes com cardiomiopatia dilatada (ZHANG et al, 2002).

Na insuficiéncia cardiaca, a transmissao vagal ao nivel ganglionar esta
reduzida, a densidade e a composicdo dos receptores muscarinicos esta
alterada e a atividade da acetilcolinesterase esta diminuida. O bloqueio dos
receptores muscarinicos aumenta a liberacdo de noradrenalina cardiaca na
auséncia de insuficiéncia cardiaca, mas essa influéncia do parassimpatico
sobre a atividade simpatica desaparece na presenca da insuficiéncia cardiaca
(AZEVEDO et al, 1999). Parece, entretanto, que a reducédo do controle vagal
sobre a FC na insuficiéncia cardiaca é devida mais a mecanismos pré-
sinapticos alterados, possivelmente envolvendo uma fungdo anormal no

ganglio.

Até o momento, ndo sao encontrados na literatura trabalhos que
demonstrem que o0s anticolinesterasicos possam melhorar o controle
autondmico cardiovascular em individuos infartados. O presente estudo parece
ser o primeiro a demonstrar que a administragcdo cronica de brometo de
piridostigmina aumenta a sensibilidade do barorreflexo em ratos infartados, de
maneira semelhante ao que j& demonstramos previamente em ratos normais

(SOARES et al, 2004). Este é um importante marcador autonémico com grande
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impacto na estratificacdo de risco cardiovascular. Existe, portanto, potencial de
aplicabilidade clinica do uso da estimulacédo colinérgica como uma estratégia
farmacolégica promovendo protecdo cardiovascular frente a eventos

cardiovasculares associados a disfuncao autonémica.
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‘ CONSIDERACOES ‘
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6 Consideracoes

Como ja repetidamente discutido e mostrado na secdo DISCUSSAO,
os resultados obtidos no presente estudo mostram as repercussdes do
infarto do miocéardio sobre a modulagdo autonémica periférica cardiaca, e
trazem a tona um importante mecanismo de ajuste cardiovascular, que

potencialmente pode representar grandes beneficios a individuos infartados.

Este mecanismo € relativo ao aumento da disponibilidade de
acetilcolina perifericamente, obtido pelo bloqueio da acetilcolinesterase com

brometo de piridostigmina.

As repercussbes do infarto sobre o sistema cardiovascular
confirmaram alteragbes ja descritas, como a redugdo do tdnus
parassimpatico e o aumento do tdénus simpatico. Dessa forma, e
reconhecendo a importancia da manutencao de uma maior variabilidade de
freqiéncia cardiaca (VFC) nestes individuos, visto que esta bem
estabelecida a relagao entre a reducédo da VFC e a maior mortalidade nestes
pacientes, realizamos o estudo de VFC e do balanco autonémico, bem como
a avaliacdo da resposta local, mediada pela via eferente através da
estimulacdo no nervo vago e da estimulagdo direta de receptores
muscarinicos através de infusbes de metacolina. Estes métodos, aliados a
combinacao de diferentes tempos de tratamento, nos permitiram identificar
efeitos semelhantes apos 21 e 42 dias de tratamento, provavelmente com

ajuste regulatérios diferentes.
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Neste sentido, destaca-se a acao da piridostigmina revertendo tanto o
aumento do ténus simpatico como a reducdo do ténus vagal nos animais
infartados. A estimulacdo direta do vago e a resposta a metacolina
mostraram que essa acado facilitatoria da piridostigmina sobre o
parassimpatico ocorreu provavelmente por ag¢do dos receptores
muscarinicos, que provavelmente responderam mais por maior
disponibilidade da acetilcolina na fenda sinaptica, pelo menos no periodo de
7 e 21 dias. Esta acado repercutiu sobre a VFC e a sensibilidade do
barorrelfexo, aumentando-as e potencialmente melhorando o progndstico.
Como isso ocorreu em todos os trés tempos de tratamento e em 42 dias a
resposta a metacolina estava reduzida nos animais infartados tratados, é
possivel que outros mecanismos compensatoérios incluindo uma adaptacao
central do tbnus parassimpatico possam estar ocorrendo. Ressalte-se
também que a maior resposta de bradicardia a estimulacdo do vago ocorreu
em 21 dias de tratamento. Ja a melhora das funcdes sistdlica e diastolica
através da medida de indices diretos e indiretos, permitiu dizer que o
tratamento mais longo entre 21 e 42 dias foi mais eficiente em prevenir as
alteracdes funcionais, visto que em 7 dias, sé detectamos aumento da dP/dt
positiva, enquanto os demais indices funcionais permaneceram deficitarios.

A preservacao da funcdo cardiaca apds a oclusao da artéria coronaria
em ratos tratados com brometo da piridostigmina deve-se em grande parte a
reducdo da area de acinesia, que regrediu de 25 a 30% nos infartados para

valores menores do que 5% nos infartados tratados. Esses dados foram
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confirmados pela analise histolégica. De que forma a estimulacédo
colinérgica induz todas essas adaptacgdes benéficas apés a ocluséao
coronariana permanece nao bem respondido, mas o possivel envolvimento
do 6xido nitrico e da inibicdo da resposta inflamatéria associadas ao
aumento da atividade vagal, odem ser alternativas viaveis. A quantificacdo
dos receptores muscarinicos no atrio pode também esclarecer nas
diferencas observadas nos diferentes tempos de tratamento.

De qualquer forma, a inibigcdo da acetilcolinesterase periférica, com todos
os efeitos observados, pode representar uma nova perspectiva terapéutica

no manejo do infarto do miocardio.
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7 Conclusoes
De acordo com os objetivos propostos e os resultados obtidos, podemos

concluir que:

A inibicao cronica da acetilcolinesterase pela administracédo do brometo de
piridostigmina em ratos submetidos a oclusdo coronariana aboliu as
disfungdes sistolica e diastolica caracteristicas do infarto, provavelmente por
estimular a funcdo parassimpatica, diminuindo o balango autonémico e
reduzindo a area de lesdo miocardica. Esses achados foram mais evidentes

em tratamento entre 21 e 42 dias.

A inibicdo crbénica da acetilcolinesterase pela administracdo do brometo de
piridostigmina em ratos submetidos a oclusao coronariana aboliu a disfuncao
autondmica, aumentando o tébnus vagal e reduzindo o ténus simpatico e
conseqlentemente o balango autonémico; esses achados levaram ao
aumento da variabilidade da freqiéncia cardiaca mantendo a sensibilidade do

barorreflexo e a pressao arterial em valores semelhantes aos controles

Finalmente, a estimulacao colinérgica crénica pode ser considerada como
ferramenta terapéutica na prevencado das lesdes estruturais e funcionais

associadas a isquemia provocada por oclusdo coronariana.
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8 Anexos

Tabela 3 - Tabela dos valores de PAS (em mmHg) nos animais do grupo de
7,21 e 42 dias.

Cc P I IP
7 dias 125 £3 123 £2 106 +3* 120 £ 27
21 dias 127 + 2 129 £2 117+ 17 121+ 17
42 dias 125 £2 12942 116+2* 124 £2°

(* vs C,"vs I, p = 0.05 considerado significativo).

Tabela 4 - Tabela dos valores de PAD (em mmHg) nos animais do grupo de
7,21 e 42 dias.

Cc P I IP
7 dias 96 3 90 +1 85+3" 902
21 dias 96 +2 95 +1 86 + 2% 90+ 2
42 dias 97+ 2 97 +1 86+1" 892

(* vs C, p = 0.05 considerado significativo).
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Tabela 5 - Tabela dos valores de PAM (em mmHg) nos animais do grupo de
7,21 e 42 dias.

Cc P I IP
7 dias 105 +£3 106 £ 1 94 +4~ 103+£2*
21 dias 107 +1 110 +1 99 +3* 107 £2*
42 dias 110+ 4 109 £2 97 +2* 109 +2°

(*vs C, "vs |, p = 0.05 considerado significativo).

Tabela 6 - Tabela dos valores de FC (em bpm) nos animais do grupo de 7,
21 e 42 dias.

C P | IP
7 dias 356 +12 358 £ 7 345 +7 347 +8
21 dias 340 £ 6 343 +4 314 +8* 335+5*°
42 dias 3516 318 + 5% 318 £2* 348 + 6%

(*vs C, "vs |, ** p < 0.05 considerado significativo).

Tabela 7 - Tabela dos valores de PDF (em mmHg) nos animais do grupo de
7,21 e 42 dias.

C P I IP
7 dias 4 £0,9 3+0,3 10+0,8" 9+0,7"
21 dias 4 £0,6 5 £05 9+ 0,6" 7% 04"
42 dias 314 4 +0,8 12+2,7" 6+0,4"

(*vs C,"vs |, ** p < 0.05 considerado significativo).



107

Tabela 8 - Tabela dos valores de dP/dt positiva (em mmHg/ s) nos animais
do grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P | IP

7 dias 7457 +787 8167+ 474 5476+ 647" 6311+ 663
21 dias 7234 *+565 7636 =758 7491+ 481 9522+ 211**

42 dias 7523+ 625 8900+ 631 7124+ 668 8556+ 683**

I*+
b

(*vsC,"vs p < 0.05 considerado significativo).

Tabela 9 - Tabela dos valores de dP/dt negativo (em mmHg/ s) nos animais
do grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P | IP
7dias -6180 +616 -5651+500 -3475+ 171 * -3866+ 261*
21 dias -6458+240 -6015+ 83 -5390+ 243* -7893+ 312 *
42 dias -6659+ 545 -5789+455 -3996+ 447* -6663+ 239*

I*+
b

(*vs C,"vs p < 0.05 considerado significativo).

Tabela 10 - Tabela dos valores de fracdo de ejecédo (em %) nos animais do
grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P I IP
7 dias 785 81+4 47 + 5* 54 £ 3
21 dias 794 73+4 31 +5* 47 £ 57
42 dias 703 74 +4 37 +4* 7347

(*vs C,"vs |, *" p < 0.05 considerado significativo).
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Tabela 11 - Tabela dos valores de fragdo de encurtamento (em %) nos
animais do grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P I IP
7 dias 42 £2 44+ 1 37 +2* 44 £ 2
21 dias 402 43 +6 21 +2* 32+3°
42 dias 402 382 20 + 2% 38 +£17

(*vs C,"vs |, *" p = 0.05 considerado significativo).

Tabela 12 - Tabela dos valores de tamanho do atrio (em cm) nos animais do
grupo de 7, 21 e 42 dias.

C P I IP

7dias 0,35+0,01 0,34+ 0,02 0,56 +0,03* 0,38 £ 0,01
21 dias 0,34+0,01 0,33+0,02 0,45 +0,02* 0,37 £0,01"

42 dias 0,34 +0,02 0,37+ 0,01 0,4 +0,01* 0,37 £0,01"

(*vs C,"vs |, *" p < 0.05 considerado significativo).

Tabela 13 - Tabela dos valores de desaceleragdo corrigido (ms) nos
animais do grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P I IP
7 dias 2,5+0,18 2,5+0,1 2,7 0,1 2,4 £0,07"
21dias 2,7 +0,08 2,5+0,12 2,0+0,17* 2,5+0,1™
42 dias 2,5+ 0,01 2,6 +0,1 1,9 +0,01" 2,0+0,01"

(*vs C,"vs |, " vs |7 dias, x vs IP 42 dias * ™ p < 0.05 considerado
significativo).
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Tabela 14 - Tabela representativa dos valores acinesia (em %) de animais
infartados | e IP em 7,21 e 42 dias.

| final IP final
7 dias 17 + 4,1 7 £2,9°
21 dias 31 £33 4+3,9°
42 dias 31 £3,1 3+3,1°

("vs IP24h, 21 e 42 dias, " p < 0.05 considerado significativo).

Tabela 15 - Tabela dos valores de BF do intervalo de pulso nos animais do
grupo de 7, 21 e 42 dias (em %).

C P I IP
7 dias 24+ 4 12+4 45+ 4 18+ 4
21 dias 19+3 18 +4 42 +4 24 +4
42 dias 26 4 204 43 +4 19+3

(*vs C,"vs |, *" p < 0.05 considerado significativo).

Tabela 16 - Tabela representativa dos valores de AF (em %)do intervalo de
pulso nos animais do grupo de 7, 21 e 42 dias.

(%) C P [ IP
7 dias 76 £ 4 88 + 4 55 + 4 76 £ 3*
21 dias 81+3 82 +3 57 +4 75 £4*
42 dias 74 £3 80 + 4* 58 +3 81 +3**

| * +
)

(*vs C,"vs p < 0.05 considerado significativo).
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Tabela 17 - Tabela representativa dos valores de balangco autonémico
cardiaco nos animais do grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P I IP
7 dias 0,3+ 0,1 0,1 +0,1* 0,8 +0,1 0,2+ 0,1*
21dias 0,2+0,1 0,2+0,1* 0,8 +0,1 0,3+0,1*
42 dias 0,4 +0,1 0,3+0,1* 0,7 +0,1 0,2+0,1*

(*vs C,"vs |, *" p = 0.05 considerado significativo).

Tabela 18 - Tabela dos valores de variancia do intervalo de pulso (ms?2) nos
animais do grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P I IP
7 dias 116 £19 169 + 20* 79+ 17* 221 + 20™
21 dias 90 £19 179 + 14> 58 + 19* 195 £+ 17+
42 dias 119 +17 182 +19* 76 +15* 151 £ 16*"

(*vs C,"vs I, *" p = 0.05 considerado significativo).

Tabela 19 - Tabela dos valores de variancia de PAS (mmHg?) nos animais
do grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P I IP
7 dias 33+4 34+ 3 31+ 4 26 +5
21 dias 27 +4 34 +£3 28 +4 36 +4

42 dias 32+4 33+4 333 353
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Tabela 20 - Tabela dos valores de taquicardia reflexa (em bpm/ mmHg) nos
animais do grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P | IP

7dias 2,7+0,12 3,6 +0,15* 1,6+0,14* 2,5+0,32*

21 dias 2,7 0,14 3,3 +0,07* 1,5+0,12* 2,6 +0,18*

42 dias 2,2 +0,21 34+0,12" 1,2+0,11 " 2,5 +0,25"

(*vs C,"vs |, *" p = 0.05 considerado significativo).

Tabela 21 - Tabela dos valores de bradicardia reflexa (em bpm/ mmHg) nos
animais do grupo de 7, 21 e 42 dias.

Cc P I IP
7dias -1,3+ 0,01 -2,4+0,12* -0,5+0,05" -1,9+£0,14*
21 dias -1,3+0,01 -2,3+0,18" -0,5 £ 0,07* -1,8+ 0,36 *
42 dias -1,3+0,02 -2,4+0,17" -0,6 +0,02* -1,9+£0,34*

(*vs C,"vs I, *" p = 0.05 considerado significativo).

Tabela 25 - Tabela dos valores percentuais de bradicardia (%) apos a
estimulagéo elétrica do nervo vago os animais do grupo de 7 dias.

Cc P I IP
2 Hz 2+ 2 -19+ 6* 4+ 2 -14 £ 3*
4 Hz -12+ 3 -44 +13* -4+3 -34 £ 6**
8 Hz -35+7 -55 + 11* -28 10 -51 £3*
16 Hz -59 = 11 -53 +6 -52+19 -56 £ 8

(* vs C,"vs I, p = 0.05 considerado significativo).
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Tabela 26 - Tabela dos valores de valores percentuais de bradicardia (%)
apoés a estimulacao elétrica do nervo vago nos animais do grupo de 21 dias.

Cc P I IP
2 Hz 4+ 2 -10 £ 3* -2+ 10 -8+ 147
4 Hz -12+ 3 -24 + 6 -7+ 10 -16 £ 97
8 Hz 29+ 10 -33 + 5* 17+ 7 -34+ 117
16 Hz 41+ 14 -65 + 6* -37 £ 11 -80 £ 87

(* vs C,"vs I, p = 0.05 considerado significativo).

Tabela 27 - Tabela dos valores percentuais de bradicardia (%) apo6s a
estimulagéo elétrica do nervo vago nos animais do grupo de 42 dias.

Cc P I IP
2 Hz 5+ 1 -3+ 2 -6+ 2 -5+ 3
4 Hz -12+ 2 -9+ 6 -12+5 -14+ 6
8 Hz 21+ 6 -18+ 9 24+ 2 -35+ 57
16 Hz -38+ 5 -48 £ 13 -38+ 6 -53 £ 67

(*vs I, p < 0.05 considerado significativo).
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Tabela 28 - Tabela dos valores percentuais de bradicardia (%) apo6s a
infusdo de metacolina nos animais nos animais do grupo de 7 dias.

(%) C P [ IP
1,25 pug -45+11 -54+7 -64+11 -65+23
2,5 g -53+13 -52+15 -62+14 -61£32
5ug -65+26 -55+1 -28+7 -94423%

(* vs C, "vs |, p < 0.05 considerado significativo).

Tabela 29 - Tabela valores percentuais de bradicardia (%) apds a infusdo de
metacolina nos animais do grupo de 21 dias .

C P I IP
1,25 ug -36x10 -3949 -33+14 -6718
2,59 -52+14 -62+9 -40£10 -75%9
5 ng -68+10 -73+25 -44+16 -81+11*

(* vs C,"vs I, p = 0.05 considerado significativo).

Tabela 30 - Tabela dos valores percentuais de bradicardia apés a infusédo de
metacolina nos animais nos animais do grupo de 42 dias.

c P | IP

1,25 g -34+17 -62+14 -46+10 -29+13
2,5 ug -68+20 -85+5 -52+12 -1645*
5ug -53+26 -80+1 6147 -29+1*

("vs |, p < 0.05 considerado significativo).
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