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RESUMO

FERREIRA, Felipp da Silveira, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Abril de 2013. Efeitos do pimobendan e do enalapril associado a
espironolactona sobre marcadores neuroenddcrinos e funcionais miocardicos em
modelo experimental de miocardiopatia catecolaminérgica em coelhos (oryctolagus
cuniculus). Orientador: Prof. Dr. Claudio Baptista de Carvalho. Co-Orientador: Prof.
Dr. Leonardo Serafim da Silveira.

A Insuficiéncia Cardiaca € uma sindrome clinica associada a reducéo da capacidade
funcional do coracdo, via final da maioria das doengas cardiovasculares. Sua
fisiopatogenia envolve a ativacdo de mecanismos adaptativos compensatorios, como
0 sistema nervoso simpatico, 0 sistema renina-angiotensina-aldosterona e sistemas
peptidérgicos. O modelo experimental de insuficiéncia cardiaca induzida pela
adrenalina € um dos diversos modelos utilizados para melhor compreensédo da
insuficiéncia cardiaca e destes mecanismos envolvidos, sendo essencial em estudos
diagnosticos envolvendo o desenvolvimento de biomarcadores e ensaios
terapéuticos. Assim, esta pesquisa objetivou uma avaliacdo terapéutica dos efeitos
do pimobendan e do Enalapril associado a espironolactona sobre marcadores
neuroendocrinos e funcionais miocardicos (avaliagdo clinica, histopatoldgica,
mensuracdo dos biomarcadores Enzima Conversora de Angiotensina, Peptideo
Natriurético Atrial, Proteina C Reativa e Eletrocardiografia convencional) em modelo
experimental de insuficiéncia cardiaca induzida em coelhos. Para tal, foram
utilizados 38 coelhos Nova Zelandia branco, adultos, sem restricdo de sexo,
pesando 2,0+0,25 kg. O modelo experimental de insuficiéncia cardiaca utilizado
caracterizou-se por duas infusbes de adrenalina, em intervalos de 16 dias, em um
total de 29 animais, caracterizando o G1. Nove animais sadios receberam solucdo
fisiol6gica e permaneceram durante todo o experimento como grupo controle. Apés a
fase de inducdo, os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos
distintos para o controle farmacologico da insuficiéncia cardiaca congestiva (G2:
Enalapril associado a Espironolactona, PO, SID, n=5; G3: Pimobendan, PO, SID,
n=5; G4: Cloreto de Sédio, PO, SID, n=4). As avaliacoes funcionais e
neuroendocrinas foram realizadas em intervalos de 48 horas durante a fase de
tratamento, durante 15 dias. Ao fim deste periodo os animais foram submetidos a

eutanasia para avaliacdo histopatolégica. Os resultados foram analisados
viii



estatisticamente através do teste de GLM, regressao linear e correlagdo de Pearson.
Os resultados apontam que o protocolo composto pelo enalapril associado a
espironolactona mostrou-se superior a terapia isolada com pimobendan em relagéo
aos parametros clinicos, histopatolégicos, marcadores neuroenddécrinos e funcionais

miocardicos.

Palavras-chave: Insuficiéncia cardiaca, modelo experimental, terapéutica,

biomarcadores, coelhos.



ABSTRACT

FERREIRA, Felipp da Silveira, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. April 2013. Effects of pimobendan and enalapril associated with
spironolactone on neuroendocrine and functional myocardium markers in
experimental catecholamine cardiomyopathy in rabbits (Oryctolagus cuniculus).
Adviser: Prof. Dr. Claudio Baptista de Carvalho. Co-Adviser: Prof. Dr. Leonardo
Serafim da Silveira.

Heart failure is a clinical syndrome associated with reduction of functional capacity of
the heart, final pathway of the end of most cardiovascular diseases. Its
pathophysiology involves the activation of compensatory adaptive mechanisms, such
as the sympathetic nervous system, the renin-angiotensin-aldosterone system and
peptidergic systems. The experimental model of heart failure induced by epinephrine
is one of several models used for better understanding of heart failure and the
mechanisms involved, it is essential in diagnostic studies involving the development
of biomarkers and therapeutic trials. Thus, this study aimed at evaluation of the
therapeutic effects of pimobendan and enalapril associated with spironolactone on
functional and neuroendocrine myocardial markers (clinical evaluation,
histopathological, Angiotensin Converting Enzyme, Atrial Natriuretic Peptide, C-
Reactive Protein and conventional electrocardiography) in experimental heart failure
induced in rabbits. Were used 38 New Zealand white rabbits, adults, male/female,
weighing 2,0+0,25 kg. The experimental model employed in heart failure
characterized by two infusions of epinephrine, at intervals of 16 days, for a total of 29
animals, characterized G1. Nine healthy animals received sodium chloride and
remained until the end of the experiment as a control group. After the induction
phase, animals were randomized into three groups for pharmacological control of
congestive heart failure (G2: Enalapril associated with Spironolactone, PO, SID, n =
5; G3: Pimobendan, PO, SID, n = 5; G4: Sodium Chloride, PO, SID, n = 4). The
neuroendocrine and functional evaluations were taken every 48 hours during the
treatment, for 15 days. After this period the animals were euthanized for
histopathological evaluation. The results were statistically analyzed by GLM test,
linear regression and Pearson correlation. The results show that the protocol

composed by enalapril associated with spironolactone was superior to therapy with



pimobendan in relation to clinical, histopathological, neuroendocrine and functional

myocardial markers.

Keywords: Heart failure, experimental model, therapeutics, biomarkers, rabbits.
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1. INTRODUCAO

A Insuficiéncia Cardiaca (IC) € uma sindrome clinica complexa, de alta
prevaléncia, associada a reducdo da capacidade funcional do coragdo, diminuicao
da qualidade de vida e aumento da morbidade e mortalidade dos pacientes
portadores (SEIXAS-CAMBAO e LEITE MOREIRA, 2009). A IC é considerada a via
final comum da maioria das doencas cardiovasculares (BOCCHI et al., 2009).

A insuficiéncia cardiaca tem sido descrita como uma enfermidade
progressiva, desencadeada a partir de um alteracao inicial que acomete o musculo
cardiaco, com resultante perda de massa muscular ou, alternativamente, perda da
habilidade desse miocardio de gerar forca e manter funcdo contratili adequada,
como por exemplo as cardiomiopatias dilatada, hipertrofica e restritiva (VILARINHO,
2008).

Com a instalacdo da disfuncédo cardiaca, ocorre a ativagcdo de mecanismos
adaptativos (compensatorios), dentre os quais se destacam 0 sistema nervoso
simpatico (SNS) e o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (NAP et al.,
2003; VILARINHO, 2008; MONTERA et al., 2009).

Além destes, sistemas peptidérgicos, como os peptideos natriuréticos atrial
(PNA) e cerebral (PNB), endotelinas e a vasopressina parecem ser ativados
também (NAP et al.,, 2003; SISSON, 2004; OMLAND e HAGVE, 2009) e sao
considerados pontos chave na manutencdo da homeostase cardiovascular
(OMLAND e HAGVE, 2009).

Este sistema neurohumoral fornece informacdes importantes sobre o inicio e
a progressao da ICC. Adicionalmente, uma complexa interacdo entre o SNS e
SRAA pode ser observada na insuficiéncia cardiaca, caracterizada por uma
potencializacdo mutua (NAP et al., 2003).

Estas respostas neuroenddcrinas no processo de instauracao da insuficiéncia
cardiaca congestiva sdo bem documentadas em pacientes humanos, e atualmente,
alguns estudos apontam para uma similaridade nas respostas observadas em
animais com doenca cardiaca (SISSON, 2004).

Algumas dessas respostas organicas podem ser avaliadas e traduzidas
guantitativamente por meio da mensuracdo sérica/plasmatica de biomarcadores
especificos, dentre 0s quais se destacam 0s mais classicos como os peptideos

natriuréticos, as troponinas, a proteina C reativa, andlises de subfracbes de
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lipoproteinas, enzimas séricas (creatinoquinases), mioglobina e alguns marcadores
observados em estudos mais recentes, como a osteoprotregrina, a cromogranina A,
a cistatina C, a resistina, a leptina e a adiponectina (ADAMS et al., 2007; VON
HAFE, 2011; BOCCHI et al., 2012).

O emprego destes biomarcadores revolucionou a pratica da cardiologia,
proporcionando diagnésticos de forma simples, acurada e menos invasiva,
sobretudo por meio do aumento da sensibilidade dos testes e a combinacao entre
biomarcadores para determinado diagnéstico. Entretanto, estas ferramentas nao
devem ser empregadas de forma isolada, mas sempre buscando uma correlagcio
com o estado clinico do paciente (ADAMS et al., 2007).

Ademais, o emprego destes biomarcadores de forma correta e criteriosa
pode auxiliar, ainda, em decisdes progndsticas e terapéuticas corretas, elementos
nao facilmente obtidos pela avaliagcéo clinica de rotina isolada, imagens sofisticadas
ou avaliagbes hemodinamicas pontuais (SISSON, 2004).

No que concerne a terapéutica da enfermidade cardiovascular, as
alternativas disponiveis atualmente estdo submetidas a um acelerado processo de
atualizacdo, com informacgdes publicadas constantemente por pesquisas cientificas,
oferecendo novas opcdes terapéuticas por meio da disponibilizacdo de novos
farmacos, novas formas de emprego daqueles ja conhecidos, modificacdes nas
indicacdes ou em suas posologias (MONTERO, 2004).

Nestas pesquisas cardiovasculares, a utilizacdo de modelos animais tem
contribuido substancialmente para o progresso e conhecimento de sua patogenia, e
tem permitido o desenvolvimento de técnicas diagnosticas e de validacdo de
procedimentos preventivos e terapéuticos, tanto farmacolégicos como
intervencionistas (CHORRO et al., 2009).

Para tal, varios modelos de insuficiéncia cardiaca vém sendo testados, como
inducdo por doxorrubicina (CHRISTIANSEN e AUTSCHBACH, 2006), cirdrgico
(NAP et al. 2003; VILARINHO et al, 2010) e infusdo de altas doses de
catecolaminas (VLEET e FERRANS, 1986; MUDERS et al., 1999; ZHANG et al.,
2010).

O modelo de inducéo por catecolaminas em coelhos parece ser ideal para
este fim, permitindo exploracbes e avaliagbes que mostram-se dificultosas em
outros métodos, entretanto a literatura afirma que as conseqiiéncias clinicas,

funcionais e hemodindmicas do dano cardiaco produzido modelo experimental de
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insuficiéncia cardiaca através da infusdo de altas doses de catecolaminas ndo sdo
bem estudadas (MUDERS et al, 1999; ZHANG et al., 2010).

Somado a estas afirmativas, as inovagdes no campo da medicina, sobretudo
por meio da disseminacdo dos estudos sobre os biomarcadores e novas formas de
tratamento da insuficiéncia cardiaca, vém ampliando a gama de formas diagnésticas
e terapéuticas da enfermidade cardiaca em medicina, o que invariavelmente néo
vem sendo aplicado a rotina da medicina veterinaria, pelos altos custos e
necessidade de adaptacdes. Estas provas podem predizer eventos outrora
tardiamente diagnosticados e representar avancos inestimaveis na conduta

terapéutica.

1.1. Justificativa

Desta maneira, justifica-se a presente pesquisa pela necessidade de
elaboracdo, a partir de um modelo experimental consagrado, de informacdes
diagnosticas e terapéuticas que possam ser aplicadas a rotina da medicina
veterinaria cardiovascular, assim como pela necessidade de gerar mais subsidios

para este modelo amplamente utilizado em medicina experimental.

1.2. Objetivos

1.2.1. Gerais

Verificar, por meio das provas neuroendocrinas e funcionais cardiacas, o
efeito de dois diferentes protocolos de tratamento para insuficiéncia cardiaca em
coelhos.

Fornecer informacBes sobre os marcadores cardiacos e protocolos
terapéuticos em tela em medicina experimental, almejando apontar sua real
utilidade em Medicina Veterinaria.

Colaborar no aprimoramento e fornecimento de informacfes sobre estes
métodos laboratoriais ndo invasivos que permitem o monitoramento da integridade

da célula miocardica, introduzindo-os, gradativamente, a rotina veterinaria.
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1.2.2. Especificos

Estudar o efeito de dois protocolos terapéuticos (Enalapril associado a
espironolactona e Pimobendan) sobre o comportamento clinico, avaliacdes
neuroenddcrinas e funcionais cardiacas, em um modelo experimental de

insuficiéncia cardiaca em coelhos, utilizando:

Avaliacgéo clinica;

Avaliacao histopatolégica;

Mensuracao sérica de Enzima Conversora de Angiotensina | (ECA);
Mensuracao sérica de Peptideo Natriurético Atrial (PNA);
Mensuracéao seérica de Proteina C Reativa (PCR);

YV V. V V V V

Eletrocardiografia convencional.
1.3. Hipodtese

Testar a hipotese de que ha diferenca estatisticamente significativa entre o
protocolo composto de pimobendan em relagdo ao composto pelo enalapril

associado a espironolactona no tratamento de modelo experimental de

miocardiopatia catecolaminérgica em coelhos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Insuficiéncia cardiaca

A Insuficiéncia Cardiaca (IC) é uma sindrome clinica complexa muito
prevalente, e estqd associada a reducdo da capacidade funcional do coracéo,
diminuicdo da qualidade de vida e aumento da morbidade e mortalidade dos
pacientes portadores. A IC é considerada a via final comum da maioria das doencas
cardiovasculares (BOCCHI et al., 2009).

Em humanos, a IC pode ser classificada de diversas formas: quanto ao
tempo de instalacdo (aguda ou crbnica), quanto a etiologia (diabética, hipertensiva,
isquémica, valvar, inflamatdria, infecciosa e outras) ou quanto a estabilidade clinica
do quadro (compensada ou descompensada). A IC pode comumente se originar da
faléncia miocardica, situagcdo em que dois defeitos basicos do ciclo contratil do
musculo cardiaco podem estar envolvidos, de forma isolada ou simultanea: a
reducdo da capacidade contratil sistdlica (IC sistolica) ou reducdo da capacidade de
relaxamento diastélico (IC diastdlica) (TOYODA et al., 1998; SISSON, 2004;
VILARINHO, 2008), resultando em um quadro de baixo débito cardiaco no qual o
coracdo ndo consegue suprir as demandas metabolicas teciduais ou elevar as
pressdes (FOX et al, 1999).

Segundo DARKE et al. (2000), este baixo débito cardiaco € tipicamente
causado por doenca miocardica com perda da funcdo sistélica (cardiomiopatia
dilatada ou degeneracdo mixomatosa valvular mitral e tricispide avancada), perda
da funcéo diastdlica (cardiomiopatia hipertrofica), arritmias cardiacas, obstrucfes
nas vias de saida ventriculares (estenoses aértica ou pulmonar), regurgitacdo mitral
e hipertensao pulmonar.

No desenvolvimento desta insuficiéncia cardiaca intervém tanto o coracao
como a circulacdo periférica, e 0os complexos mecanismos neurohumorais que
regulam os processos hemodinamicos (TOYODA et al., 1998; CHORRO et al.,
2009).

A progressao destes processos durante a evolucdo da insuficiéncia cardiaca
tem sido dificil de ser determinada em humanos devido a vérios fatores, como

incerteza de quando a insuficiéncia cardiaca realmente comecgou, os efeitos da
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idade do paciente, doengas concomitantes e o uso de medicamentos (TOYODA et
al., 198).

Em medicina veterinaria, um paciente com insuficiéncia cardiaca congestiva
frequentemente apresenta-se com um grande numero de alteracdes, que requerem
uma rapida identificacao e intervencao por parte do clinico. Quando o paciente esta
hemodinamicamente instavel, a selecdo dos testes diagndsticos apropriados é um
ponto critico, devendo, inicialmente, proceder a internacdo para estabilizacdo do
paciente para, momentos apdés, lancar mao de quaisquer ferramentas diagnosticas
(BEARDOW, 2000).

A IC é uma sindrome clinica que requer mais investimentos em recursos
fisicos e humanos. Além disso, as novas opcdes de tratamento devem ter como
objetivo melhorar a qualidade de vida, reduzir o tempo de internacdo e aumentar a
sobrevida dos pacientes (VILAS-BOAS e FOLLATH, 2006).

Devido a estes problemas, os modelos animais de insuficiéncia cardiaca s&o
relevantes para que se possa avaliar de forma mais fiel os efeitos de novos métodos

diagnasticos e terapias para a insuficiéncia cardiaca (TOYODA et al., 1998).

2.1.1. Mecanismos fisiopatol6gicos envolvidos

Com a instalacdo da disfuncédo cardiaca, ocorre a ativacdo de mecanismos
adaptativos, dentre 0s quais se destacam 0 sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) e o sistema nervoso simpatico (SNS) (FOX et al, 1999; NAP et
al., 2003).

Estes sistemas possuem papéis fundamentais em relacdo a origem e a
progressdo da insuficiéncia cardiaca congestiva. Adicionalmente, uma interacao
complexa pode ser observada entre o SNS e o SRAA, caracterizada por uma
potencializacdo mutua. Inicialmente, estas respostas podem contribuir para a
manutencdo da homeostase e adequada perfusdo tecidual em curto prazo.
Entretanto, ao longo do tempo, a ativacéo destes sistemas causa efeitos maléficos
(NAP et al., 2003).

O entendimento destes sistemas complexos € vital para a compreensdo dos
tratamentos mais modernos da insuficiéncia cardiaca, que sdo amplamente
baseados no conceito de modificar ou atenuar o funcionamento excessivo de

determinadas respostas neuroendécrinas mal adaptadas, como o sistema nervoso
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simpético e o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SISSON, 2004). Identificam-
se, também, outros aspectos fisiopatolégicos que envolvem além dos sistemas
neuroenddcrinos, como as citocinas, a modificacdo imune, o remodelamento
ventricular e a morte celular programada (FEITOSA e CARVALHO, 2000).

Esses mecanismos causam primariamente taquicardia, vasoconstricao
periférica e retencdo de sbdio e agua, elevando a pressdo arterial e o débito
cardiaco, o que favorece a perfusdo tissular. Os mecanismos compensatorios, ao
agirem cronicamente, contribuem para a evolucdo dos sinais clinicos observados
nos pacientes com insuficiéncia cardiaca. A retencdo de sbédio e agua leva a
congestéao, ascite, efusédo pleural e edema pulmonar e dos membros. Outros sinais
incluem cansaco, intolerancia ao exercicio, dispnéia, taquicardia, presenca de ritmo
de galope, sopros e arritmias (PEREIRA et al., 2005).

Inicialmente, as respostas destes sistemas podem contribuir para a
manutencdo da homeostase cardiovascular e adequada perfusdo tecidual e este
pode ser considerado um mecanismo adaptativo de curto prazo. Entretanto, sua
perpetuacdo ou maior intensidade de estimulacdo em longo prazo € deletéria para a
funcao cardiaca (BARRETTO e RAMIRES, 1998; NAP et al., 2003).

2.1.1.1. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)

A insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) é uma sindrome que tem como
caracteristica a diminuicdo crénica do débito cardiaco, que leva a diminuicdo da
pressao arterial, ativando mecanismos compensatorios, como 0 sistema renina-
angiotensina (SRA) e o0 sistema nervoso simpatico, que tentam restabelecé-la,
sobretudo por mecanismos que causam primariamente taquicardia e vasoconstricao
periférica (por ativacdo simpatica) e retencdo de sodio e agua (via inibicdo da
liberacdo do horménio antidiurético — ADH) (FOX et al., 1999; PEREIRA et al., 2005;
GUYTON e HALL, 2006).

Além da capacidade dos rins de controlar a pressao arterial por meio do
liquido extracelular, os rins tém, também, outro mecanismo potente de controle da
pressdo, chamado de sistema renina-angiotensina-aldosterona (GUYTON e HALL,
2006).

A renina € uma enzima protéica liberada pelos rins quando a presséao arterial

cai para niveis muito baixos. Sua resposta consiste em elevar a pressao arterial de
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diversas maneiras, contribuindo para a correcdo da queda inicial da pressao
(GUYTON e HALL, 2006).

Em resposta a diminuigdo do volume sanguineo efetivo, a renina € liberada
pela méacula densa do aparelho justaglomerular. Na circulacdo, ela catalisa a
conversao do angiotensinogénio, que € liberado pelo figado, em angiotensina |, que,
por seu turno, ao entrar em contato com a enzima conversora da angiotensina,
situada na superficie do endotélio vascular, € convertida no peptideo efetor
angiotensina Il (FEITOSA e CARVALHO, 2000; SISSON, 2004).

Participa também da conversdo de angiotensina | em Il outro sistema
independente da ECA, representado por cinases e cateptases (BOTONI, 2006).

Para exercer sua atividade biolégica, a angiotensina Il liga-se,
preferencialmente, ao receptor de alta afinidade AT1 existente em varios tecidos,
COmMo vasos sanguineos, rins, figado, coracéao, pituitaria e adrenal. Dessa forma, as
acOes fisiologicas da angiotensina Il vao além de seu grande poder vasoconstritor,
estimulando diretamente a reabsor¢do de sodio no tubulo proximal dos rins e
aumentando a producdo adrenal da aldosterona que, por sua vez, promove a
reabsorcéo tubular distal de sodio (FEITOSA e CARVALHO, 2000; SISSON, 2004;
GUYTON e HALL, 2006).

A angiotensina Il também aumenta a liberacdo de catecolaminas das
terminacdes nervosas simpaticas, portanto, aumentando a contratilidade miocardica.
Porém, além desses efeitos mais imediatos da ativacdo dos SRAs, a producédo
exagerada cronica de angiotensina Il pode resultar em remodelacdo dos vasos
sanguineos e do coracdo, papel preponderante na evolucéo do processo (FEITOSA
e CARVALHO, 2000).

Uma vez liberada, a meia-vida da angiotensina Il na circulacdo é de um a
dois minutos (SISSON, 2004). Entretanto, quando permanece inapropriadamente
elevada por periodos excessivos, como nos casos de insuficiéncia cardiaca, a
angiotensina Il e a aldosterona induzem um processo de remodelamento vascular e
ventricular (SISSON, 2004).

Como descrito, além da producédo de angiotensina, também haverd sintese e
liberacdo de aldosterona, por estimulacdo da angiotensina Il no cortex adrenal.
Também é reconhecida a producao tecidual (coracdo e vasos) da aldosterona. Esta
via ndo é dependente de angiotensina Il, fato confirmado por estudos recentes que

relatam que os inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECAs) so6

28



temporariamente impedem a secrecao da aldosterona (WEBER, 2001; GUYTON e
HALL, 2006).

A aldosterona, por sua acdo mineralocorticoide, promove retencéo de sédio e
agua para manutencdo do volume vascular efetivo em circulagdo e eliminacao de
potassio e magnésio. Sua acgdo cronica também leva a hipertrofia miocérdica,
necrose de miocitos, migracdo de fibroblastos, fibrose e, novamente,
remodelamento cardiaco (WEBER, 2001).

A participacdo deste sistema é a que tem merecido maior atencdo na
literatura cientifica, e vem oferecendo os melhores resultados no tangente a

intervengodes terapéuticas (FEITOSA e CARVALHO, 2000).

2.2. Modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca

Inimeras revisdes vém sendo realizadas em uma tentativa de definir o papel
exato dos modelos animais como plataformas para extrapolacdo dos resultados
para terapias em outras espécies, sobretudo humana (ABARBANELL et al., 2009).

No ambito das enfermidades cardiovasculares, a utilizacdo de modelos
animais tem contribuido substancialmente no progresso e no conhecimento de sua
patogenia, e tem permitido o desenvolvimento de técnicas diagndsticas e de
validacdo de procedimentos preventivos e terapéuticos, tanto farmacolégicos como
intervencionistas (CHORRO et al., 2009).

As doencas miocardicas nos animais, induzidas ou ndo, fornecem
oportunidades impares de explorar diversos aspectos da medicina cardiovascular.
Algumas dessas doencas correspondem, exatamente, a doencas conhecidas de
seres humanos, outras constituem sistemas modelo para algumas enfermidades
humanas e outras representam situacdes que permitem estudos especificos
genéticos, morfologicos, toxicolégicos ou farmacolégicos (VLEET e FERRANS,
1986).

Nesse sentido, entre os animais utilizados em experimentacdo, os coelhos
estdo entre os mais requisitados, por serem doceis, de facil manuseio, manutencao
relativamente simples, além de apresentam porte fisico adequado, facilitando uma
série de procedimentos (FLECKNELL, 1993; FONSECA et al. 1996; PETRONIANU,
1996).
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De acordo com BIRCK et al.,, (2006), esta espécie vem desempenhando
papel de indiscutivel relevancia ao longo de toda a histéria da medicina
investigativa, seja no ambito da cirurgia, da farmacologia ou da imunologia.

Segundo a literatura, por causa do seu tamanho intermediario, os coelhos
oferecem importantes vantagens sobre outras espécies. Embora seu coracdo seja
menor do que o cdo ou do suino, € grande o suficiente para facil cateterizacdo
cirdrgica, além de proporcionar interven¢cdes com menor custo (POGWIZD e BERS,
2008).

Mais importante, ainda, é o fato de que a fisiologia cardiaca dos coelhos
apresenta caracteristicas mais semelhantes a fisiologia cardiaca humana do que a
de ratos ou camundongos (POGWIZD e BERS, 2008).

De acordo com PAIRAUT (2009), tem sido comum observar o emprego de
coelhos como modelo para inducdo de diferentes cardiomiopatias experimentais,
como realizado por NAP et al. (2003), CHEN et al., (2009), JIN et al. (2009),
VERKERK et al. (2009) e VILARINHO et al. (2010).

Assim, para a inducdo destes modelos experimentais, alguns métodos vém
sendo propostas, como a forma farmacolégica de inducdo da Cardiomiopatia
Dilatada (CMD) pela doxorrubicina (adriamicina), que vem sendo empregada
amplamente (CHRISTIANSEN e AUTSCHBACH, 2006; POGWIZD e BERS, 2008),
sobretudo pelo fato deste modelo de cardiopatia induzida assemelhar-se a CMD
idiopatica em humanos (NAGAMI et al. 1997).

Outro modelo empregado é o cirdrgico, através de um mecanismo de
sobrecarga de volume e pressédo, por meio da destruicdo mecanica dos folhetos
valvares adrticos somada a colocacdo de uma bandagem aodrtica (NAP et al. 2003;
VILARINHO et al, 2010), acompanhado, ou nado, de uma isquemia miocardica
através da colocacdo de uma ligadura adicional na artéria coronaria circunflexa
descendente (ABARBANELL et al., 2009; VERKERK et al. 2009).

Outra técnica muito difundida e estudada ha décadas no meio cientifico é a
inducdo da insuficiéncia cardiaca por meio da administracdo exdgena de altas
doses de catecolaminas. Esta técnica vem sendo estudada em varias espécies de
animais e promove um dano miocardico consideravel. Diferentes agonistas
adrenérgicos, como a norepinefrina, epinefrina e isoproterenol, tem sido

empregados em estudos experimentais, com resultados similares e termos de
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danos histolégicos (DOWNING e CHEN, 1985). O tdpico seguinte aborda esta

técnica de forma mais aprofundada.

2.2.1. Insuficiéncia cardiaca induzida por catecolaminas

Os primeiros trabalhos que relatam a acao téxica das catecolaminas sobre o
miocardio datam do inicio do século XX, logo apés a descoberta destes compostos,
com informacdes disponiveis na literatura a partir de 1906/1907 (RONA, 1985).

A partir de entdo, diversos autores estudaram a agcdo destes compostos e
estdo disponiveis na literatura um grande volume de informacBes sobre a
cardiotoxidade das catecolaminas. Entretanto apresentam as mesmas
caracteristicas e descrevem que, em geral, as lesbes miocardicas induzidas, seja
por catecolaminas enddgenas ou sintéticas, sdo similares, além de causarem
substancial comprometimento da fungéo ventricular esquerda in vivo (DOWNING e
CHEN, 1985; VLEET e FERRANS, 1986).

A maioria destes estudos foi realizada com o isoproterenol, entretanto ha
varios estudos com epinefrina, norepinefrina, salbutamol, terbutalina e efedrina
(RONA, 1985, VLEET e FERRANS, 1986; JIANG e DOWNING, 1990).

Para tal, diversas espécies foram empregadas, como ratos, coelhos e cées.
Nestas espécies as lesdes tipicas sdo necroses e fibroses miocardicas multifocais
com concentracdo do dano celular no subendocéardio ventricular esquerdo e
musculos papilares (VLEET e FERRANS, 1986; MUDERS et al, 1999; ZHANG et
al., 2010).

De acordo com a literatura, em geral, utilizando-se o tempo de 90 minutos
como base, infusbes de doses moderadas de doses de 2 a 3ug/kg/min séo
suficientes para produzir lesdes extensas nas miofibras musculares. Entretanto, a
magnitude dessas lesbes é dose-dependente o0 que incita diversos pesquisadores a
estudarem este modelo experimental em diferentes doses e tempos de infuséo,
dependendo da extensdo do dano que objetivam (DOWNING e CHEN, 1985).

Véarios mecanismos tém sido postulados para explicar a patogénese desta
forma de cardiomiopatia, incluindo radicais altamente citotéxicos produzidos a partir
do metabolismo da catecolamina, através do sistema de monoamina oxidase,

vasoconstricdo coronariana induzida por catecolaminas, com geragdo de radicais
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decorrentes de isquemia e necrose miocardica relacionada com a agregacao
plaguetaria intravascular, bem como a sobrecarga de célcio e deficiéncia de fosfato
por ativacdo excessiva da adenosina trifosfatase céalcio-dependente (RONA, 1985;
BINDOLI et al., 1992; MUDERS et al., 1999). De forma mais especifica, BINDOLI et
al. (1992) descreveram que altos niveis de catecolaminas, sejam endbégenas ou
exdgenas, tém sido relatados como causadores de alteragcdes na morfologia e
funcionamento do coracgéo, levando a necrose miocéardica. Estas catecolaminas sao
lentamente oxidadas devido a auséncia de um catalisador e podem gerar radicais
livres através de oxidacdes envolvendo sistemas enziméticos ou ions metalicos.
Ainda segundo estes autores, o efeito cardiotoxico das catecolaminas ndo sao
causados pela molécula propriamente dita, mas sim seus pelos produtos oxidados,
como o adenocromo. Em nivel subcelular o adenocromo forma uma ligacéo
covalente com a membrana mitocondrial, promovendo um declinio da capacidade
respiratoria e inibicdo da absorcéao de calcio por essa organela. Em seguida ocorre
uma reducdo significativa da atividade de calcio ATPases, de soédio/potassio
ATPases e da adenilato ciclase. Paralelamente, ha um rapido declinio de ATP com
simultaneo aumento de ADP e AMP.

O somatério destes mecanismos induz alteracbes morfologicas bem
demarcadas, que culminam com a morte celular e conseqiiente necrose das fibras
musculares e um predominante infiltrado mononuclear leucocitico (JIANG e
DOWNING, 1990).

De acordo com a literatura, imediatamente apds a administracdo de altas
doses de catecolaminas, hemorragias subendocardicas focais e difusas sao
observadas ao exame necroscopico. Focos hemorragicos também podem ser
encontrados no miocardio e no epicardio. Cerca de seis a dez horas apés, uma
resposta intersticial inflamatéria € desencadeada primariamente por células
mononucleares, e € mais intensa no subendocardio. Linfocitos, granuldcitos e
midcitos perivasculares de Anitschkoff também estdo presentes no infiltrado
inflamatorio. Apés 48 horas da administracdo das catecolaminas observam-se
lesbes demarcadas, envolvendo particularmente a porcdo apical do coracdo. As
valvulas mitral, tricuspide e aortica podem apresentar-se edematosas e deformadas,
e comumente sdo hemorragicas. Outros achados histoldgicos neste periodo incluem
edema intersticial e congestdo subendocardica. Aproximadamente ap0s 72 horas da

administracdo adrenérgica, observam-se bandas de tecido conectivo colagenoso e
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numerosos fibroblastos. A partir do quarto ou quinto dia pés infuséo iniciam-se focos
de fibrose miocéardica, com formacdo de processos cicatriciais. Ocasionalmente
podem ocorrer aneurismas nas areas fibréticas e degeneracao miofibrilar. No sexto
dia ocorre reabsorcdo de fibras musculares necrosadas e h& um tecido de
granulacdo proeminente. Camadas de histiécitos e fibroblastos surgem, sugerindo
reacdo granulomatosa. Estas areas reativas sdo progressivamente substituidas por
tecido fibroso. Duas semanas ap0s restam apenas cicatrizes (VLEET e FERRANS,
1986; JIANG e DOWNING, 1990).

Modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca em animais de laboratorio
podem ser considerados limitados devido a dificuldade de obtencdo de um estado
de disfuncédo cardiaca estavel, falta de ativacdo neuro-humoral, ponto chave da
insuficiéncia cardiaca, ou limitadas possibilidades de repeticdo da avaliacdo dos
parametros hemodinamicos (MUDERS et al, 1999).

Este modelo de inducéo por catecolaminas em coelhos parece ser ideal para
o desenvolvimento da IC experimentalmente, permitindo exploracdes e avaliagdes
gue mostram-se dificultosas em outros meétodos, entretanto ainda nao €
completamente caracterizado (MUDERS et al, 1999; ZHANG et al., 2010).

2.3. Avaliacao neuroendocrina e funcional miocardiaca

2.3.1. Marcadores cardiacos

Os biomarcadores sdo parametros biolégicos que podem mensurar
objetivamente e quantificar indicadores de processos biolégicos normais, processos
patogénicos ou respostas a intervencdes. Normalmente sdo utilizados na triagem,
diagndstico ou monitoramento de doencas especificas, além de terem aplicabilidade
na determinacdo da susceptibilidade a doenca e elegibilidade para terapias
especificas (SINGH et al., 2010).

Especificamente, os biomarcadores cardiacos sdo componentes celulares
gue sdo liberados na circulacdo quando ocorre uma lesdo miocardica. Eles
desempenham um papel essencial no diagndstico, estratificacdo de risco e
tratamento de pacientes com dor toracica e sindrome coronariana aguda, assim

como em pacientes com insuficiéncia cardiaca aguda (SINGH et al., 2010).
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O primeiro relato do uso de biomarcadores para o estudo de uma doenca
cardiaca data de 1954, quando foi descrita a elevacdo da atividade sérica da
transaminase glutamico oxalacética (AST), acima dos seus valores de referéncia,
poucas horas ap6s um infarto agudo do miocardio (MCDONNELL et al. 2009).

Os marcadores especificos de danos miocérdios apresentam um papel
significativo no diagnostico das les6es miocardicas. Os marcadores séricos tém sido
utilizados para avaliar os danos miocéardios resultados de cirurgias, miopatias,
exercicio, miocardites e uma variedade de outras intervencdes médicas, como
angioplastias, ablacdo por cateter de radiofrequéncia, cardioversao elétrica de
arritmias. Algumas dessas condi¢cbes e procedimentos podem ser avaliados em
modelos animais de experimentacdo, 0 que vem aumentando o interesse na
deteccdo do miocardico em espécies nao humanas (FREDERICKS et al., 2001,
UZUELLLI, 2008).

Em Medicina Veterinaria, diversos estudos e pesquisas tém sido
desenvolvidos nos ultimos anos para avaliar a utilidade destes biomarcadores em
animais com doencas cardiacas e seus resultados indicam que esta € uma
ferramenta promissora, que, inclusive ja esta sendo empregada rotineiramente em
alguns centros para o diagnostico de cardiopatias (REYNOLDS e OYAMA, 2008;
RIBEIRO, 2010).

Atualmente novos biomarcadores cardiacos tém sido empregados para a
deteccdo de enfermidades miocardicas, sobretudo para o diagnéstico de infartos
agudos do miocardio (IAM) em humanos (ADAMS et al., 2007), para o estudo de
cardiopatias experimentais em animais (MUDERS et al. 1999) e para obtencéo de
informacdes diagndsticas, prognosticas e terapéuticas sobre a insuficiéncia cardiaca
em animais (SISSON, 2004). Dentre estes biomarcadores, vém se destacando a
utilizacdo da Proteina C Reativa (PCR) de alta sensibilidade, Peptideo Natriurético
Atrial (PNA) e Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) (ANGERMANN e ERTL,
2004; VAN DE WAL et al. 2006, HUANG et al. 2009; RAMOS et al. 2009;
GAROFALLO et al. 2012).

2.3.1.1. Peptideo Natriurético Atrial (PNA)

Até meados de 1950, acreditava-se que a diurese era controlada por dois

mecanismos neuro-hormonais: o sistema vasopressina (ADH) e o sistema renina-
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angiotensina-aldosterona (SRAA). No entanto, ainda em relatos daquela década,
acreditava-se existir um terceiro fator, o qual era pouco elucidado. Com a descri¢cado
de aumento de diurese associado a episédios paroxisticos de taquicardia
supraventricular, passou-se a suspeitar que o terceiro fator estivesse ligado ao
coracao (NETO e CLAUSELL, 2004).

Posteriormente, com o advento da microscopia eletrdnica, foi possivel
visualizar a presenca de granulos intracelulares nos midcitos atriais, em grande
semelhanca aos encontrados nas células enddcrinas. A no¢do de que o coragao
possuia fun¢gBes enddcrinas ganhava fundamentacdo (NETO e CLAUSELL, 2004).

A literatura relata que na década de 80 alguns pesquisadores, em um
trabalho pioneiro, demonstraram que o atrio cardiaco contém uma substancia capaz
de reduzir a pressado sangiinea sistémica e induzir a natriurese (ATLAS e LARAGH,
1986; CHO et al. 2002; FRANCOIS et al. 2002).

Em 1981, Bold e colaboradores descreveram que o extrato de miocardio
atrial e ventricular injetado em modelos animais causava um rapido aumento na
excrecdo urinaria de sodio e cloreto. A substancia que causou estes efeitos foi
denominada Fator Natriurético Atrial (COSTA et al, 2000).

Este hormonio, o peptideo natriurético atrial (PNA), € liberado principalmente
por meio de mudanca na tensdo das paredes atriais, ou seja, através de uma
distensdo atrial, e tem repercussdes sobre o equilibrio hidroeletrolitico e a
homeostase. Subsequentes contribuicbes também confirmaram efeitos de
vasodilatacdo e inibicdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, por meio da
reducédo da liberac&o de renina, supressao da atividade da enzima de conversdo da
angiotensina e bloqueio da conversdo da aldosterona (ATLAS e LARAGH, 1986;
CHO et al. 2002; FRANCOIS et al. 2002; DIETZ, 2005; OMLAND e HAGVE, 2009).

Segundo CHO et al. (2002) e DIETZ (2005), o mecanismo pelo qual a
distensdo atrial regula a liberacdo do PNA é desconhecido. Foi sugerido que o
estimulo para a secrecdo do PNA é regulado por um mecanismo de dois passos
sequenciais. Inicialmente, o PNA é liberado dos midcitos atriais para o espaco
extracelular adjacente. Em segundo lugar, a translocac¢ao transendocardica do fluido
extracelular contendo o PNA para o sangue € induzida pela contracao atrial.

A forma biologicamente ativa deste fator natriurético atrial compreende um
peptideo com 28 aminoacidos e € removido da circulacdo pelo receptor para

peptideo natriurético atrial tipo C, por meio da filtracdo glomerular e pela
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endopeptidase 24-11. A meia vida plasmatica do fator natriurético atrial € de dois a
guatro minutos em humanos (COSTA et al, 2000).

Os peptideos natriuréticos exercem suas acoes fisiologicas por meio de
ligacdes com os receptores peptideos natriuréticos (NPR) localizados na superficie
celular. Trés diferentes NPRs sdo descritos: NPR-A, NPR-B e NPR-C. Os peptideos
natriuréticos atriais e cerebrais associam-se com o NPR-A com alta afinidade,
entretanto o peptideo natriurético tipo-C parece ndo exercer qualquer efeito via
NPR-A. Este ultimo peptideo, porém, liga-se com alta afinidade pelo NPR-B
(OMLAND e HAGVE, 2009).

Os receptores NPR-A e NPR-B expressam-se amplamente no sistema
cardiovascular, pulmdes, rins, pele, plaguetas e nas fibras nervosas simpaticas pré-
sinapticas. O NPR-A é o receptor para peptideo natriurético predominante nos
grandes vasos, enquanto o NPR-B é encontrado abundantemente no cérebro
(OMLAND e HAGVE, 2009).

Em medicina a mensuracdo deste peptideo vem sendo empregada para o
diagnostico de eventos cardiacos diversos, sendo sua elevacdo comumente
associada insuficiéncia cardiaca de diversas origens, como taquicardias, estenose
mitral ou aortica, cardiomiopatia dilatada, acentuada hipertrofia ventricular esquerda
com disfuncéo diastdlica, distensdo atrial e demais condi¢cbes que cursem com
aumento da presséo atrial e disfuncéo ventricular (FYHRQUIST E TIKKANEN, 1988;
STEVENS et al., 1995; SAGNELLA, 1998; ABASSI et al., 2004).

SAGNELLA (1998) afirma, ainda, que a proporcdo desta elevacdo esta
relacionada a severidade da enfermidade e que sua avaliagcdo possa indicar nao
apenas o grau de insuficiéncia cardiaca, mas também ser utilizada como uma forma
de monitoramento a resposta de terapias com diversas drogas.

De acordo com SISSON (2004), a mensuracao destes peptideos na Medicina
Veterinaria em pacientes suspeitos de doenca cardiaca ou insuficiéncia cardiaca &
uma possibilidade motivadora, entretanto carece de um trabalho bastante técnico e
uma verificacdo clinica detalhada antes que os ensaios destes peptideos possam
ser incorporados a rotina. Segundo este autor, a época, o0 Unico método empregado
para realizacdo destes testes era o radioimunoensaio, um método extremamente
laborioso.

Desta forma, a quantificacdo deste peptideo vem sendo realizada em estudos

experimentais em varias espécies, como em ratos, camundongos, caes e coelhos

36



para avaliacdo de modelos de insuficiéncia cardiaca congestiva induzidos nestas
espécies e em outros modelos de doencas (ACKERMANN et al. 1986; MAASS e
LEINWAND et al. 2000; WEN et al. 2000).

Especificamente em coelhos, observa-se na literatura um grande namero de
estudos sobre o PNA com resultados amplamente variaveis, avaliando-se os efeitos
de diversos procedimentos sobre o comportamento deste peptideo, tais como a
bradicardia e taquicardia induzidas com marcapasso (RANKIN et al. 1986), os
efeitos do afogamento (LORENTE et al. 1990), regurgitacdo adrtica induzida
(WAINAI et al. 1990), ligadura do ducto biliar comum (VALVERDE et al. 1992),
diabetes Mellitus induzida por aloxana monohidratada (YEGIN et al. 1995) e rigidez
aortica em coelhos normais e com aterosclerose anestesiados (KALLARAS et al.
20009).

2.3.1.2. Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)

A enzima conversora de angiotensina (ECA) é uma carboxipeptidase que
atua em varios sistemas peptidicos. E um regulador critico do sistema renina-
angiotensina-aldosterona e alvo de muitos agentes terapéuticos altamente eficazes
utilizados para tratar doencas cardiovasculares e renais (FEITOSA; CARVALHO,
2000; LAMBERT et al., 2008).

A ECA é responsavel pela converséao do decapeptideo inativo, angiotensina I,
no potente vasoconstritor, angiotensina Il, sendo este um importante regulador da
homeostase cardiovascular conforme descrito anteriormente (ANTONACCIO, 1982;
LAMBERT et al.,, 2008). Esta conversdo ocorre por meio da clivagem de um
dipeptideo da regido COOH terminal da angiotensina | provocando a liberacéo do
dipeptideo His-Leu da Angiotensina 1, transformando-a em Angiotensina |l
(ANTONACCIO, 1982).

A ECA também é responsavel pelo metabolismo do peptideo bradicinina,
com efeito hipotensor (FEITOSA; CARVALHO, 2000; MATA-BALAGUER et al.,
2004).

Desta forma, o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) também se
interrelaciona diretamente com o sistema cinina-calicreina através da ECA, uma vez

gue esta € responsavel pela inativacdo da bradicinina, um peptideo com importantes
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acOes cardiovasculares e metabdlicas, como a intensa dilatagdo arteriolar e o
aumento da permeabilidade capilar (GYTON; HALL, 2006; MIRANDA, 2006).

Quatro tipos celulares distintos sdo capazes de expressar a ECA: células
endoteliais, macréfagos, miofibroblastos e células epiteliais, sendo o endotélio
vascular o principal responsavel pela atividade da ECA no coracdo normal (MILL et
al., 1997). Entretanto, tem-se demonstrado a existéncia de concentragdes de renina
e da ECA, em células do tecido miocardico tal qual nos rins, nas glandulas salivares,
no cérebro e nas artérias. Segundo César, (2000) aquela época j4 se sabia da
existéncia deste sistema, presente em tecidos outros além das células
justaglomerulares e das arteriolas aferentes e eferentes renais.

Logo, os efetores finais do SRAA, notadamente a angiotensina Il e a
bradicinina, exercem efeitos paracrinos nesses orgaos e a atividade da ECA em
determinado tecido, tem um papel fundamental no ritmo de producéo local de
angiotensina Il e, consequentemente, na concentracao e nos efeitos desse peptideo
a nivel local (MILL et al., 1997; FEITOSA; CARVALHO, 2000).

O entendimento atual da fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca vai além da
faléncia de bomba propriamente dita e, em consequéncia desta, retencdo de sal e
agua. lIdentificam-se outros aspectos fisiopatoldgicos que envolvem o sistema
neuroendocrino, as citocinas, a modificacdo imune, o remodelamento ventricular e a
morte celular programada. Todas essas alteracGes estdo envolvidas na génese ou
na manutencdo da descompensacéao cardiaca. Entre elas, a participacdo do SRAA é
a que tem merecido atencdo mais concentrada, e conferido melhores resultados no
tangente a intervencdes terapéuticas (FEITOSA; CARVALHO, 2000).

A ativacdo neuroenddcrina (SRAA e noradrenalina) interfere na sintese
protéica intracelular, causando hipertrofia e morte celular, o que aumenta a
sobrecarga de trabalho, acelerando a morte das células remanescentes. Isso gera
um circulo vicioso, com agravamento progressivo e constante da doenca cardiaca
até a morte do paciente (PEREIRA et al., 2005).

Por tais motivos, a Enzima Conversora de Angiotensina é considerada o
ponto chave de regulacédo do sistema renina-angiotensina-aldosterona. Este sistema
responde ativamente durante a insuficiéncia cardiaca, na tentativa de
restabelecimento da pressao arterial por meio da producdo de Angiotensina II,
potente vasoconstritor, (FEITOSA e CARVALHO, 2000; SISSON, 2004) e da
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secrecdo de aldosterona, promovendo retencdo de sédio e 4gua para manutengao
do volume vascular efetivo (WEBER, 2001).

Entretanto esta molécula ndo é considerada um biomarcador especifico para
a doenca cardiaca, visto sua producéo e disponibilidade em diversos outros tecidos,
sendo seu uso mais restrito em casos de sarcoidose e diversos outros tipos de
doencas pulmonares, tais como bronquite crbnica, enfisema, carcinoma de
brénquio, bronquite asméatica e fibrose cistica (STUDDY et al. 1983; BAUDIN et al.
2005). Estas aplicacBes clinicas cursam com reducgdo da atividade sérica desta
enzima, devido a perda de area de superficie endotelial vascular pulmonar, regiao
anatdmica onde encontram-se maiores concentracbes e atividades séricas
fisiologicas desta enzima (STUDDY et al. 1983).

Entretanto alguns autores vém obtendo sucesso em correlacdes entre os
niveis séricos de ECA e o alteragbes na presséao arterial (TODD et al. 1995) e no
desenvolvimento de trombose coronaria (NIU et al. 2002). Assim, somado ao fato
desta molécula ser o principal alvo da terapéutica anti-hipertensiva, acredita-se que
a mensuracao desta molécula possa vir a contribuir em pesquisas cardiovasculares
objetivando o diagnéstico precoce da insuficiéncia cardiaca de diversas origens,
assim como em pesquisas que avaliem a progressdo da doenca cardiaca e a
terapéutica com os inibidores da ECA (NAP et al. 2003).

Neste ambito, acredita-se que a mensuracdo da ECA possa representar uma
importante ferramenta no auxilio ao diagnéstico precoce da insuficiéncia cardiaca,
assim como pode possibilitar melhor avaliacdo da progressdo da doenca e seu
prognostico (NAP et al., 2003).

Neste sentido, algumas pesquisas tém sido desenvolvidas envolvendo a
mensuracdo desta enzima em coelhos, também apresentando resultados
amplamente variaveis, avaliando-se os efeitos de diversos procedimentos sobre seu
comportamento, tais como a relacdo entre a atividade da ECA e a capacidade de
desenvolvimento de hipertensdo associada a doenca arterial (CAMPBELL et al.
1978), os efeitos séricos da administracdo de bleomicina (LAZO et al. 1981; LAZO
et al. 1983), efeitos do enalapril sobre a atividade da ECA em coelhos com dieta rica
em colesterol (HOSHIDA et al. 1997).
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2.3.1.3. Proteina C-Reativa (PCR)

A Proteina C-Reativa (PCR) € uma proteina pentamérica, presente no
plasma, e constitui 0 mais estudado e importante marcador inespecifico da fase
aguda da inflamacao sistémica. Possui peso molecular de 100 KDa, composta por
cinco subunidades idénticas de 20 KDa cada uma (CAIDE et al., 1996; BLACK et
al., 2003; CERON et al., 2005; VILLACORTA et al., 2007; DANESH; PEPYS, 2009).

A PCR foi a primeira proteina de fase aguda a ser descrita, em 1930, e
originalmente nomeada pela habilidade de se unir ao polissacarideo-C do
Pneumococcus pneumoniae (CERON, et al., 2005; VILLACORTA et al., 2007).
Acreditava-se que desempenhava um papel importante na defesa do hospedeiro e
da inflamacdo por meio da sua capacidade de ativar o sistema complemento e
acoplar receptores em células fagociticas e era utilizada na medicina principalmente
para auxiliar o diagnostico da febre reuméatica aguda (BLACK et al., 2003; SIMON et
al., 2005).

Em 1954, ja era conhecida a importancia de se estimar os niveis da PCR
como uma medida de avaliacdo de lesdo miocardica em eventos coronarianos
agudos. Posteriormente, em 1960, Kushner et al. detectaram a PCR dentro e ao
redor de miofibras necroticas em infartos do miocardio em coelhos. Sendo mais
tarde detectadas em coracdes humanos durante o infarto do miocardio em co-
localizacdo com o sistema complemento ativado (BISOENDIAL et al., 2007).

A PCR ¢é sintetizada principalmente pelos hepatécitos, porém estudos
anteriores identificaram varios tipos de células que podem servir como fontes extra-
hepaticas de PCR, incluindo os macroéfagos do pulméo e do cérebro, epitélio renal e
adipdcitos (SIMON et al., 2005; BISOENDIAL et al., 2007).

Em pessoas saudaveis, 0s niveis sanguineos de PCR sdo muito baixos, mas
sdo impulsionados por qualquer inflamacdo em qualquer parte do corpo. Um
aumento de até mil vezes nos niveis de PCR, dentro de 24 a 72 horas ndo é
incomum em disturbios infecciosos ou mesmo né&o infecciosos, como o infarto do
miocérdio (SIMON et al., 2005; BISOENDIAL et al., 2007).

A PCR ainda é considerada um dos fatores de risco que podem ajudar a
determinar se uma pessoa saudavel estd em risco de doencga cardiovascular. Os
niveis de PCR podem ajudar os meédicos na estratificacdo de risco: quanto maior

PCR, maior o risco e pior o prognostico, incluindo eventos cardiacos recorrentes,
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reestenose de artérias anteriormente tratadas por meio de angioplastia e até morte
subita (SIMON et al., 2005; VILLACORTA et al., 2007).

A mensuragdo da PCR tem sido defendida como um meio de melhorar a
predicao de risco cardiovascular. Sabe-se que a PCR liga-se a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e esta4 presente em placas ateroscleréticas, hd também grande
interesse em saber se a PCR pode desempenhar um papel causal direto na doenca
cardiaca coronéria e, por implicacdo, poderia ser um importante alvo terapéutico na
prevencao da doenca (DANESH; PEPYS, 2009).

A inflamacdo apresenta papel importante na fisiopatologia de algumas
doencas cardiovasculares, como nas sindromes coronarianas agudas, em que
apresenta valor prognéstico. Desde a década de 1990, ja havia sido demonstrado
gue a PCR estava elevada em pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica. Mais
recentemente, seu papel na insuficiéncia cardiaca aguda tem sido destacado,
podendo ser um fator precipitante de descompensacao (VILLACORTA et al., 2007).
Entretanto, a concentracao seérica da PCR pode ser influenciada por outros fatores,
como medicacdes, reposicdo hormonal, tabagismo e causas infecciosas
(VILLACORTA et al., 2007).

Recentemente, uma variedade desta proteina, a Proteina C reativa de alta
sensibilidade, vem ganhando destaque no diagnéstico da doenca cardiaca e da
aterosclerose, devido a sua maior sensibilidade e possibilidade de um diagndstico
mais precoce (HUANG et al. 2009; GAO et al. 2013).

Diversos autores tém desenvolvido estudos em coelhos envolvendo o
comportamento desta proteina de alta sensibilidade sob diversas condicdes, tais
como lesdes ateroscleréticas (SUN et al. 2005), aneurisma adrtico abdominal
(HUANG et al. 2009), administracdo de um extrato aquoso de piper sarmentosum
em coelhos com dieta experimental de colesterol (AMRAN et al. 2011), e
administracdo do rosiglotazone em animais modelo de lesdo miocardica por
isquemia/reperfusdo (GAO et al. 2013).

2.3.2. Eletrocardiografia (ECG)

Os primeiros estudos sobre a eletrocardiografia datam de 1887, quando
Augustus Waller registrou pela primeira vez o potencial elétrico cardiaco a partir da

superficie corporea, sendo o primeiro a usar o termo eletrocardiograma. A partir dai,
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outros pesquisadores como Eithoven e Nurr desenvolveram novas ferramentas para
o0 registro da atividade elétrica cardiaca e conceitos na eletrocardiografia, passando
a ser utilizada como método auxiliar de diagndstico na medicina e na medicina
veterinaria (TILLEY, 1992; WOLF et al., 2000).

Segundo Mucha e Belerenian (2008), a eletrocardiografia (ECG) é um
método simples, de facil realizacdo e dentre suas indicacdes de uso compreende:
determinacao de alteracdes anatbmicas das camaras cardiacas; monitoramento pré,
trans e poés-cirargico; auxilio na elaboracdo de prognéstico; deteccdo de arritmias;
avaliacdo de necessidade e resposta a terapia antiarritmica.

A ECG é o método de diagndstico mais utilizado na cardiologia humana e
veterinaria, € considerado padrdo ouro na deteccdo de arritmias, podendo
determinar a origem do ritmo e a frequéncia de despolarizacdo do coracéo,
fornecendo informacdes do estado clinico do miocéardio, uma vez que as deflexbes
P-QRS-T do tracado podem ser alteradas por uma enfermidade ou fator fisioldgico.
As arritmias podem produzir sinais clinicos como fadiga, intolerancia ao exercicio,
perda de peso e em casos mais severos podem causar ataxia, colapso, coma e
morte subita. As informacdes obtidas por meio da ECG sdo essenciais para a
determinacao do tipo, origem e severidade das arritmias cardiacas, bem como no
direcionamento terapéutico (ETTINGER, 1997; WOLF et al., 2000).

Uma pesquisa minuciosa na literatura disponivel revela poucas publicacdes
sobre a eletrocardiografia normal em coelhos, embora diversos autores o tenham
utilizado em suas pesquisas nestes animais. Diversas publicacbes sobre o ECG
nesta espécie estdo disponiveis em revistas de fisiologia, cardiologia,
eletrocardiografia, medicina veterinaria, biologia e ciéncia animal, entretanto como
parte de estudos farmacolégicos e toxicolégicos ou modelos animais para doencas
cardiacas humanas (SZABUNIEWICZ et al.,, 1971; NOSZCZYK-NOWAK, et al.,
2009, LORD et al. 2010).

O coelho doméstico tem sido amplamente utilizado como modelo animal
experimental para a pesquisa cardiovascular (SZABUNIEWICZ et al., 1971) e
apesar de inUmeros estudos se utilizarem desta espécie na avaliacdo de alteracdes
eletrocardiograficas mediante diferentes terapias ou drogas (MALLACH et al., 1942;
ABRAMS; HARRIS, 1951; ZAYERZADEH et al., 2012), e principalmente na

reproducdo de doencas cardiovasculares humanas (NAP et al. 2003; HU et al.,
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2011; YANG, 2011) pouco se sabe sobre as alteracBes eletrocardiogréaficas
associadas a doencas cardiacas no coelho (PARIAUT, 2009).

2.4. Terapéutica dainsuficiéncia cardiaca

Na atualidade, tem-se considerado que a terapéutica correta da ICC
representa importante mecanismo para melhora desta sindrome, sobretudo quando
realizada por meio da associacdo de digitélico, diurético e inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA), sendo a primeira escolha apenas a associa¢ao
entre o inibidor da ECA e o diurético (BARRETTO et al., 1997 FOX et al. 1999).

Uma vez que nao se trata de um protocolo fixo, outros farmacos poderéo ser
associadas a este esguema, ou mesmo com a substituicAo de alguns desses
medicamentos, conforme a resposta de cada paciente. Beta-bloqueadores,
amiodarona, nitratos, hidralazina, inibidores da angiotensina Il e novos farmacos

vém sendo empregados com este objetivo (BARRETTO et al., 1997).

2.4.1. Enalapril

Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) sdo um grupo de
medicamentos descoberto ao final dos anos 70, sendo, na atualidade, largamente
utilizados como anti-hipertensivos, nas terapias da insuficiéncia cardiaca e da
nefropatia diabética (MIRANDA, 2006).

O enalapril € um farmaco que pertence a essa classe de inibidores,
considerado um inibidor ndo peptidico competitivo que, assim como o captopril, se
liga ao sitio ativo da enzima ECA. Ele é derivado de um tripeptideo e se liga a
enzima através de seu grupo carboxila com moderada forca de ligagdo ao ion Zn da
enzima (ONDETTI e CUSHMAN, 1982).

Quando absorvido, o enalaprii € rapidamente metabolizado por
deesterificacdo para a sua forma ativa, o enalaprilato, que por sua vez possui baixa
taxa de absorcdo no trato gastrointestinal. Isto faz que com este composto seja
sintetizado na forma de enalapril para melhor absorcdo e efeito terapéutico
(JOHNSTON et al. 1986; TABACOVA e KIMMEL, 2001).

Segundo BARRETTO e RAMIRES (1998), a expectativa de vida em paciente

com comprometimento severo da funcdo cardiaca é muito reduzida, entretanto a
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terapéutica com inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA) tem
modificado esta constante.

Estudos prospectivos e randomizados, em humanos, demonstram que 0 uso
dos inibidores da enzima conversora da angiotensina reduz, de forma significativa, a
morbimortalidade tanto nas formas assintomaticas como, principalmente, nas
formas mais severas de disfuncdo ventricular esquerda (FEITOSA e CARVALHO,
2000), e em medicina veterinaria estudos apontam que estes inibidores promovem
maior qualidade de vida e tempo de sobrevivéncia (HAGGSTROM et al., 2004).

Esta classe de farmacos, representada pelo Enalapril, atenua a atividade do
sistema renina-angiotensina-aldosterona por meio da inibicdo seletiva da enzima
conversora de angiotensina (NAP et al., 2003).

Os IECAs tornaram-se a terapia padrdo na descompensacdo cardiaca. Em
humanos, embora parecga contraditorio, a morbimortalidade da insuficiéncia cardiaca
permanece elevada, mesmo entre os doentes tratados. A explicacdo para esse fato
€ que alguns dados revelam que os IECAs ainda sdo menos prescritos do que
deveriam, principalmente nos idosos; observa-se certo temor pela constatacdo de
hipotensdo entre esses pacientes. Além disso, as doses utilizadas, muitas vezes,
estdo aquém daquelas recomendas nos grandes estudos e, por fim, a
descontinuidade do uso dos IECAs devido a efeitos adversos, alguns atribuidos ao
excesso de bradicinina, como a tosse, ndo é um fato desprezivel. Entretanto, esses
aspectos por si s6 ndo parecem justificar o atual prognostico da insuficiéncia
cardiaca congestiva (FEITOSA e CARVALHO, 2000).

Em medicina veterinaria sado amplamente difundidos e prescritos
rotineiramente na conduta ao paciente com insuficiéncia cardiaca congestiva,
sobretudo naquela causada por degeneracdo mixomatosa da valva mitral (FOX et
al. 1999; HAGGSTROM et al., 2004; ATKINS et al., 2009).

De acordo com a literatura, a dose recomendada para caes é de 0,25-
0,50mg.k™, BID, entretanto deve-se atentar as concentracdes séricas de uréia e
creatinina para monitorizacdo do risco de lesédo renal pela droga (FOX et al. 1999;
MUCHA e BELERENIAN, 2008; ATKINS et al., 2009).

J4 em coelhos, conforme PAIRAUT (2009) a dose recomendada € de
0,50mg.k™, SID, assim como outros fArmacos, uma extrapolacdo bem adaptada da
dose de cées para esta espécie, porém mantendo-se a mesma atencdo a funcéo

renal.
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Ainda sobre coelhos, a literatura descreve que estudos experimentais nesta
espécie demonstraram que a infusdo intravenosa de angiotensina Il provocava
necrose miocardica focal. Em outros estudos com doses variaveis de angiotensina
Il, demonstrou-se haver necrose miocéardica no ventriculo esquerdo mesmo em
concentracbes similares as encontradas em varias condicdes clinicas em seres
humanos. Quando se conseguiu produzir o bloqueio dos receptores da angiotensina
Il com a saralazina, ficaram evidentes os beneficios do uso dos IECAS em situacdes
experimentais de ICC (CESAR, 2000).

2.4.2. Espironolactona

A espironolactona € um inibidor competitivo da aldosterona, atuando em nivel
dos tubulos coletores distais. Neste ponto, seus efeitos sdo aumentar a excrecao de
soédio e agua, além de reduzir a excrecdo do potassio, fato pelo qual esta droga
também é conhecida como poupadora de potassio (JEUNESSE et al., 2007;
MUCHA e BELERENIAN, 2008).

Esta droga vem sendo empregada ha mais de 50 anos em pacientes
humanos, de forma isolada ou combinada a hidroclortiazida ou furosemida, para o
tratamento da hipertensao, hiperaldosteronismo primario e edemas (causados por
insuficiéncia cardiaca, cirrose ou sindrome nefrética) (JEUNESSE et al., 2007).

Em medicina veterinaria, a espironolactona vem sendo recomendada de
forma isolada ou em conjunto adicionada a outros diuréticos, para o tratamento de
pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva nao responsiva a furosemida e
inibidores da ECA, ou quando faz-se necessario poupar potassio pela perda
indevida deste elemento pelo uso de outros diuréticos ndo poupadores (JEUNESSE
et al., 2007).

Segundo a literatura, a aldosterona apresenta varios efeitos, além da classica
retencdo de sodio e agua, como forma de elevar a presséo arterial. Estes efeitos
sdo a inibicdo ou inducdo da sintese de proteinas e coldgeno por meio dos
fibroblastos, favorece a perda de potassio e de magnésio, potencializa a acédo das
catecolaminas, induz arritmias ventriculares, favorece a fibrose miocéardica e reduz a
acao dos Dbarorreceptores (SCHMIDT e SCHMIEDER, 2003; MUCHA e
BELERENIAN, 2008).
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Todas essas acdes provocam um grande efeito deletério sobre a fungéo e a
hemodinadmica cardiovascular, mas o0 mais importante € que, mesmo que 0 paciente
receba um inibidor da ECA, impedindo a formacdo da aldosterona por inibicdo da
conversdo da Angiotensina | em Angiotensina Il, ao longo do tempo comeca a
ocorrer formacao de Aldosterona por outras vias (potassio, 6xido nitrico, ACTH) em
um fenébmeno conhecido como “escape de aldosterona” (MUCHA e BELERENIAN,
2008).

Como observado, o excesso de aldosterona apresenta efeitos indesejaveis
sobre a funcao cardiaca, assim estudos mostram que o tratamento de doentes com
insuficiéncia cardiaca grave com um antagonista dos receptores da aldosterona,
como a espironolactona associado a um inibidor da ECA, melhora os niveis de
morbidade e mortalidade (NISHIZAKA et al., 2003; SCHMIDT e SCHMIEDER, 2003;
CHAI et al. 2005). De acordo com MUCHA e BELERENIAN (2008), este
antagonismo € obtido por meio da administracdo de baixas doses de
espironolactona, o que melhora a qualidade e a quantidade de vida dos pacientes
que a recebem. Em cées, sua dose diurética é de 1-4mg.k* BID, enquanto a
antifibrética é de 0,25mg.k™* BID. Em humanos, segundo NISHIZAKA et al. (2003) a
espironolactona em baixas doses parece ser eficaz, também, no auxilio ao
tratamento da hipertenséo resistente a outros farmacos.

De acordo com BOCCHI et al. (2012), em modelos experimentais, a
espironolactona possui efeito direto na mediacdo de reducdo de apoptose de
midcito por hormoénio, reduzindo taxas de fibrose miocardica e remodelamento
cardiaco.

Uma vez que os receptores da aldosterona estdo presentes tanto nos rins
como no coracao e na parede dos vasos, acredita-se que a espironolactona possa,
também, ligar-se a eles, exercendo seus efeitos, pelo menos em parte,
independentemente dos seus efeitos renais (CHAI et al. 2005). Assim, este bloqueio
impede a ligacdo da aldosterona nestes receptores cardiacos reduzindo o indice de
fibrose miocéardica e demais efeitos deletérios causados pela aldosterona sobre o
coracao (NISHIZAKA et al.,, 2003; MUCHA e BELERENIAN, 2008). Este efeito é
conhecido como o efeito cardioprotetor da espironolactona (SCHMIDT e
SCHMIEDER, 2003).

Este conceito de “cardioprotecdo farmacoldgica” deve ser considerado uma

nova oportunidade de aumentar ainda mais a sobrevida de pacientes cardiopatas.
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Esta nova abordagem é estruturada sobre modelos experimentais pré-clinicos,
entretanto precisam ser confrontados com a realidade clinica e demonstrar uma
capacidade real para reduzir a morbidade e mortalidade das cardiopatias em
humanos (BERDEAUX, 2007).

2.4.3. Pimobendan

Um novo grupo de farmacos, sensibilizadores dos miofilamentos ao calcio foi
recentemente desenvolvido, mostrando-se promissores no manejo da insuficiéncia
ventricular esquerda aguda e cronica: este inclue o pimobendan e o levosimendan
(PAGEL et al., 1996).

O pimobendan €& um derivado benzimidazolico-pyridazinona, potente
inotropico positivo, capaz de aumentar a forca de contracdo cardiaca por meio de
dois mecanismos distintos: sensibilizacdo das células miocéardicas ao efeito do
célcio e, em segundo lugar, uma inibicdo da enzima fosfodiesterase 3 cardiaca
(ATKINSON et al., 2009; SAYER et al., 2009; MACGREGOR et al., 2011; BOYLE e
LEECH, 2012). Esta ultima caracteristica 0 assemelha a outros farmacos inibidores
da fosfodiesterase, como a amrinona e milrinona, entretanto esta caracteristica
adicional de sensibilizacdo do miocéardio ao calcio o coloca em posi¢cao de destaque
frente as outros farmacos (FUENTES, 2004).

Este efeito combinado aumenta o débito cardiaco sem aumentar a demanda
de oxigénio miocardico (MACGREGOR et al., 2011).

Os efeitos vasculares desta inibicdo da fosfodiesterase 3 sdo mediados pelo
AMPc, GMPc e NO promovendo arteriodilatacdo e venodilatacdo (FUENTES, 2004;
RAMIREZ e ALONSO, 2005; ATKINSON et al., 2009; BOYLE e LEECH, 2012).

Ainda sobre a via do AMPc, o pimobendan atua elevando sua concentracéo
intracelular, e o UD-CG 212 ClI, seu principal metabdlito ativo, atua por esta mesma
via aumentando o efeito do medicamento, porém atua também mediante um efeito
direto sobre os canais de célcio dependentes de potassio, produzindo um efeito
inotrépico mais intenso (RAMIREZ e ALONSO, 2005).

Além de destacar os mecanismos pelos quais 0 pimobendan produz esses
efeitos, € importante observar que se tem descartado outros mecanismos paralelos
gue poderiam produzir um efeito similar. O pimobendan inibe a secrecédo de

catecolaminas, ndo é um estimulante simpatico direto, ndo produz a¢cées mediadas
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por meio da liberagcdo de histamina e ndo tem efeito sobre o fluxo celular de sédio
ou sobre a inibicdo da atividade da Na?"’K* ATPase (RAMIREZ e ALONSO, 2005).

Como caracteristicas farmacoldgicas, o pimobendan € insolivel em agua e a
sua absorcao oral € rapida e o pico plasmatico ocorre cerca de uma hora apos a
administracdo. A biodisponibilidade é de cerca de 60 a 65%, entretanto é reduzida
na presenca de alimento. Liga-se altamente as proteinas plasméticas, na ordem de
90% a 95%, e é eliminada nas fezes por excrecao biliar. Em cdes e humanos é
metabolizado no figado (FUENTES, 2004).

Quando se administram doses repetidas a cada 12 horas, de 1 mg.k™ por via
oral em caes, durante 27 dias seguidos tem se comprovado que nao séao produzidos
fendmenos de taquifilaxia, nem se produzem fendmenos de acumulagdo que
produzam estados de inotropismo cada vez mais acentuados (RAMIREZ e
ALONSO, 2005).

Se administrado por via oral em pacientes humanos com Cor pulmonale se
consegue que doses baixas, além de exercer sua funcéo inotropica positiva, reduza
de forma significativa a pressao arterial pulmonar e a resisténcia pulmonar total,
melhorando a tolerancia ao exercicio fisico dos pacientes e sem produzir nenhuma
reducdo na concentracdo arterial de oxigénio nem produzir dessaturacdo sanguinea
(RAMIREZ e ALONSO, 2005).

Esta droga foi desenvolvida para uso em humanos com insuficiéncia
cardiaca, mas estudos clinicos observaram que sua administracdo nao produzia
beneficios sobre qualidade de vida ou tolerancia ao exercicio (MACGREGOR et al.,
2011). Assim, seu uso tem sido aprovado exclusivamente para cées com
insuficiéncia cardiaca em decorréncia da cardiomiopatia dilatada ou degeneracéo
mitral com comprometimento da funcéo sistélica e ndo é recomendado em casos
obstrutivos ou insuficiéncia diastélica (CHETBOUL et al., 2007; ATKINS et al., 2009,
BOSWOOD, 2010; MACGREGOR et al., 2011).

De acordo com PARIAUT (2009) o pimobendan €é uma estratégia
interessante para o tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva em coelhos,
com indicacbes para uso e doses similares as descritas em cédes (FUENTES, 2004;
ATKINS et al., 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Comité de ética para uso de animais

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (CEUA-UENF), sob
registron® 111.

3.2. Local

O trabalho foi desenvolvido nos Setores de Clinica Médica de Pequenos
Animais (LCCA) e Anatomia Patolégica (LMPA) do Hospital Veterinario da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), onde foram
desenvolvidos o modelo experimental (denominado fase de inducéo), a fase de
tratamento (denominada fase terapéutica) e as respectivas observacbes e
amostragens clinicas e laboratoriais.

As analises laboratoriais dos biomarcadores estudados foram realizadas no

Laboratério de Quimica e Funcdes de Proteinas e Peptideos (LQFPP) da UENF.
3.3.  Animais

Na presente pesquisa foram utilizados 38 (trinta e oito) coelhos (Oryctolagus
cuniculus), da linhagem Nova Zelandia, fornecidos pelo biotério da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

Foram utilizados animais adultos, com seis meses de vida, sem restricdo de
sexo, pesando 2,0+0,25 kg ao inicio da pesquisa.

Assim que admitidos no Hospital Veterinario da UENF, os animais foram
submetidos a exames clinicos a fim de detectar quaisquer alteracdes organicas que
os impedissem de participar do estudo. Animais com quaisquer indicios de
enfermidade concorrente foram descartados.

Posteriormente, foram everminados com ivermectina® (0,2 mg.Kg?) e

alocados em gaiolas metdlicas apropriadas no Hospital Veterinario da UENF,

Ivermectan® 1%. Uzinas Chimicas Brasileiras S.A. Praca Dr. Joaquim Batista, 150. Jaboticabal — SP.
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durante um periodo de quinze dias, recebendo alimentacdo especifica, agua ad
libitum, higienizag&o local e banhos de sol.

3.4. Estabelecimento do grupo controle

O grupo controle (denominado G5) foi composto por 9 (nove) animais, sendo
3 (trés) destes submetidos a eutanasia previamente ao inicio da fase de inducéo do
modelo experimental de insuficiéncia cardiaca pela epinefrina (denominado T0), 3
(trés) animais submetidos a eutanadsia apdés o término da fase de inducéo
(denominado T3) e antes do inicio da fase de tratamento (denominado T4) os 3
(trés) restantes ao final da fase experimental terapéutica (denominado T9) (Figura
1). Todas as eutanasias foram realizadas para controle histologico.

As provas neuroendocrinas e funcionais cardiacas (Enzima Conversora de
Angiotensina | (ECA), Peptideo Natriurético Atrial (PNA) e Proteina C-Reativa (PCR)
e Eletrocardiografia) foram realizadas em todos os animais disponiveis neste grupo
de acordo com 0 momento em que 0 experimento se encontrava.

Para controle do experimento, os animais do G5 foram mantidos em
condicBes idénticas aos do grupo experimental abaixo descrito, recebendo, em
média, 2 ml de Cloreto de Sédio 0,9%' (sem adicdo de adrenalina) por via
intravenosa, em infusdo continua, através da veia marginal da orelha.

As amostragens e observacfes neste grupo foram realizadas respeitando-se
0 mesmo cronograma de amostragem (Figura 1) estabelecido para os animais que

participaram das demais fases do experimento.

1
Cloreto de Sddio a 0,9%. Laboratério Sanobiol LTDA. Av. das Quaresmeiras, s/n. Pouso Alegre — MG.
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* Escala em dias.

TO aT9: Tempos de coleta.
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Figura 1 — Delineamento experimental e cronograma de amostragem. Hospital Veterinario/UENF, 2012.
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3.5. Estabelecimento do modelo experimental de insuficiéncia cardiaca

congestiva

O modelo experimental de insuficiéncia cardiaca congestiva adotado neste
ensaio foi o proposto por Downing e Chen (1985), Muders et al. (1999), Zhang et al.
(2010), sendo as metodologias adaptadas para este estudo.

Nesta adaptacdo do modelo consagrado, 29 animais foram submetidos a
duas infusBes subseqiientes de epinefrina’ em intervalos de 16 dias. A primeira
infusdo foi realizada utilizando-se a dose de 5 pg/kg/minuto e a segunda infusdo
utilizando-se a dose de 3 pg/kg/minuto, por um periodo de 60 minutos. Este periodo
de infusbes foi denominado “fase de indugéo” (G1).

Para tal, foi realizada tricotomia e antissepsia local e as infusbes de
epinefrina foram realizadas mediante cateterismo da veia marginal da orelha por
meio de cateter venoso periférico 24G, conectado a um equipo macrogotas
especifico (CELM®?) para realizacdo de infusdo continua por meio de bomba de
infusdo (MP-20, CELM®?) (Figura 2).

Para a infusdo continua, a dose total da epinefrina foi diluida em solucéo de
Cloreto de Sdodio 0,9% e administrada durante o periodo de 60 minutos
preestabelecido por Muders et al. (1999). Durante as infusdes, os animais foram
mantidos em caixas de contencdo do tipo guilhotina, apropriadas para a espécie
(Figura 2).

Figura 2 — Contencéo fisica e administracdo de adrenalina em infusdo continua em coelho. Hospital
Veterinario/UENF, 2012.

1
Adren®. Hipolabor Farmacéutica Ltda. Rodovia BR 262, Km 12,3. Sabara - MG.

Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos. Alameda Amazonas, 764. Alphaville - Barueri — SP
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Durante o periodo restante, todos os animais foram mantidos em gaiolas
individuais no Hospital Veterinario da UENF sob condi¢des semelhantes, conforme

especificado anteriormente, por seis semanas.

3.6. Validag&o do modelo experimental

Ao término da fase de inducao, em T3, foram coletados dados histologicos de
todos 0s animais que vieram a Obito durante esta fase e estas informag6es foram
comparadas com dados de trés animais do grupo controle escolhidos
aleatoriamente e submetidos a eutanasia em momento equivalente ao T3 deste
grupo.

Estes dados foram comparados descritivamente para comprovacao e
validacéo histopatologica do modelo experimental proposto para seqiéncia da

pesquisa.
3.7. Manejo farmacoldgico da insuficiéncia cardiaca congestiva

Apos a fase de inducgéo, os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés
grupos distintos para o controle farmacolégico da insuficiéncia cardiaca congestiva,

conforme elencado a seguir.

e Grupo 2 (G2): Maleato de Enalapril' 0,25mg.k*, associado a
Espironolactona 20mg/kg, via oral (PO), uma vez ao dia (SID), por 15
dias. N =5 animais.

e Grupo 3 (G3): Pimobendan'! 0,2mg.k™*, PO, SID, por 15 dias. N = 5
animais.

e Grupo 4 (G4): Cloreto de Sédio 0,9%7 2 ml, PO, SID, por 15 dias. N =

4 animais.

Este periodo foi denominado “fase terapéutica”.

1
Vetpharma Manipulagao Veterinaria LTDA. Rua Bardo de Santa Tecla, 774. Pelotas — RS.

Cloreto de Sodio a 0,9%. Laboratério Sanobiol LTDA. Av. das Quaresmeiras, s/n. Pouso Alegre — MG.
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As doses acima descritas foram adaptadas de AHMIDA et al.,, (2001)
e PAIRAUT (2009), especificamente para coelhos.

Os farmacos para os Grupos 2 e 3 foram manipulados a partir de bases
guimicas farmacéuticas fornecidas pela Vetpharma Manipulacdo Veterinaria®, em
apresentacdes orais na forma de suspensao, das quais os volumes administrados
foram de cerca de 2ml. Apés abertos, todos os frascos foram mantidos sob
refrigeracdo, a 4°C até o fim do experimento.

Os animais receberam o farmaco respectivo ao seu grupo uma vez ao dia,
sempre pela manha. Para tal, os animais foram contidos fisicamente pelas orelhas,
em posicdo bipedal e em seguida os compostos foram administrados por via oral
com auxilio de uma sonda de gavagem de aluminio, especifica para a espécie,

conectada a uma seringa de 5ml (Figura 3).

Figura 3 - Administracdo oral de farmacos por sonda de gavagem em coelho. Hospital
Veterinario/UENF, 2012.

3.8. Avaliacéo funcional e neuroenddcrina miocardiaca
As avaliacdes funcionais e neuroenddcrinas foram realizadas conforme

descrito nos topicos seguintes e seguiram 0 cronograma de execucao proposto na

Figura 1.
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3.8.1. Avaliagao eletrocardiografica

A avaliacdo eletrocardiogréfica convencional foi realizada com os animais
posicionados em decubito esternal conforme preconizado por PARIAUT (2009) e os
eletrodos conectados segundo padrédo apresentado por SZABUNIEWICZ et al.,
(1971) e LORD et al. (2010) (Figura 4).

Empregou-se um modulo de aquisicdo de eletrocardiografia ECG TEB -
ECGPC TEB®' com o qual foram registradas as derivacées bipolares padrdes (DI,
DIl e DIIl) e as unipolares amplificadas (aVR, aVF, aVL) e avaliados: ritmo cardiaco,
freqUéncia cardiaca, duracdo e amplitude das ondas P e complexo QRS, amplitude
da onda T, duracdo dos intervalos PR e QT e segmento ST. As analises foram
realizadas em calibracéo padréo de 25mm/s e 2N.

As avaliacdes eletrocardiograficas foram realizadas conforme cronograma de
amostragem na Figura 1, totalizando 10 (dez) observacdes por animal, sendo uma
previamente a fase de inducéo (TO0), 3 (trés) durante a fase de inducdo e 6 (seis)

durante a fase de tratamento (fase terapéutica).

Figura 4 — Eletrocardiografia em coelho. Posicionamento dos eletrodos e decubito esternal. Hospital
Veterinario/UENF, 2012.

1
Tecnologia Eletronica Brasileira. Av. Diederichsen, 1057. S&o Paulo — SP.
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3.8.2. Coleta e preparo de material para processamento dos biomarcadores

A quantificacdo e avaliagdo dos biomarcadores foram realizadas a partir da
obtencdo de um volume minimo de 3ml de sangue venoso por animal, em cada
tempo de coleta, conforme cronograma de amostragem apresentado na Figura 1.

Para tal, os animais foram contidos fisicamente sobre uma mesa de
procedimento, em decubito dorsal. Foi colocado um anteparo cilindrico entre a mesa
e o0 animal, em sua regido cervical dorsal, evidenciando a regido cervical
ventralmente.

Uma vez contidos e posicionados, foi realizada a tricotomia da regiao ventro-
lateral do pescoco, seguida de antissepsia com alcool 70%. A veia jugular foi
puncionada com uma agulha calibre 25x7mm, conectada a uma seringa de 5ml
(Figura 5).

O material coletado foi repassado a tubos siliconados especificos para
centrifugacédo sangulinea, que ocorreu a 1000G (3000rpm), durante 20 minutos. O
sobrenadante (soro sanglineo) foi repassado a microtubos tipo “eppendorf’ e
mantidos congelados a -70°C em periodo inferior a 30 dias até o momento do
processamento bioquimico conforme protocolos descritos a seguir.

As amostras sangliineas foram coletadas totalizando 10 (dez) observacdes
por animal, sendo uma previamente a fase de inducéo (T0), 3 (trés) durante a fase

de inducéo e 6 (seis) durante a fase de tratamento (fase terapéutica).

Figura 5 — Contencao fisica e coleta sangiinea para avaliacdo sérica dos biomarcadores. Hospital
Veterinario/UENF, 2012.
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3.8.2.1. Peptideo Natriurético Atrial (PNA) e Enzima Conversora de
Angiotensina (ECA)

Para a mensuracdo dos biomarcadores Enzima Conversora de Angiotensina |
(ECA) e Peptideo Natriurético Atrial (PNA) foram utilizados kits comerciais
especificos para cada biomarcador (Kamiya Biomedical®': ACE Cat# KT-51711,
ANP Cat# KT-51718 e hs-CRP Cat# KT-097). A metodologia empregada para o0s
ensaios foi 0 método de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

O protocolo para ambos biomarcadores é descrito a seguir de forma conjunta,
uma vez que apresentam-se de forma idéntica.

Inicialmente todas as amostras e componentes dos kits foram colocados a
temperatura ambiente, 18 e 25°C. Em seguida, 100 ul do soro de cada animal foram
incubados simultaneamente com 50 pl do conjugado enzima-anticorpo em cada
poco da placa de ELISA especifica. Depois de homogeneizada, a placa foi incubada
em estufa (BOD/DBO FT-1027®2) por uma hora & temperatura de 37°C, ao abrigo
da luz.

Posteriormente, os pocos foram lavados com solucdo de lavagem para a
remocao dos anticorpos que nao se ligaram ao marcador. Este processo foi repetido
por 5 vezes e entdo a placa foi invertida sobre um papel toalha para secagem.

Foram adicionados 50 pl do substrato A e 50 pl do substrato B em cada poco,
incubando-se novamente por 15 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz.
A reacao foi finalizada com a adicdo de 50 pl de solucédo de parada e a leitura da
placa (absorbancias) foi realizada imediatamente em leitor de ELISA (TP-
Reader®®), com comprimento de onda de 450 nm (Figura 6).

O célculo da concentracdo de cada marcador nas amostras foi realizado
utilizando uma curva de concentracdo disponivel no kit e os valores reais foram
calculados por meio de regressao linear.

Para o PNA empregou-se uma curva de concentracao entre 0 e 100pg/ml,

enquanto para o ECA utilizou-se uma curva de concentracao entre 0 e 25ng/ml.

1
Kamiya Biomedical, 12779 Gateway Drive, Seattle, WA 98168, USA.
2
Fluxo Tecnologia LTDA. Rua Ferreira Cardoso, 76, Maria da Graga, Rio de Janeiro — RJ.

3
RL New Produtos e Equipamentos Laboratoriais. Rua 29 de Julho, 160, Maré, Rio de Janeiro — RJ.
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Figura 6 — Microplaca especifica pré-sensibilizada para determinag¢éo dos biomarcadores por ELISA.
LQFPP/ UENF, 2012.

3.8.2.2. Proteina C Reativa de alta sensibilidade (PCR)

Para a avaliacdo do comportamento da Proteina C Reativa (PCR) foram
utilizados kits comerciais especificos para este biomarcador (Kamiya Biomedical®?).
A metodologia empregada neste ensaio foi 0 método de ELISA.

Primeiramente, as amostras foram diluidas em 600 vezes e todos o0s
componentes do kit colocados a temperatura ambiente, entre 18 e 25°C.

Em seguida, foram adicionados 100 ul do controle positivo nos pocos pré-
designados da placa de ELISA e 100 pl de cada amostra nos demais pocos,
procedendo a incubacdo da placa a 22°C, durante 10 minutos, ao abrigo da luz.
Posteriormente, os pocos foram lavados com solucdo de lavagem por quatro vezes
e a placa entdo foi invertida em papel toalha para secagem. Adicionou-se 100 ul do
substrato tetrametilbenzidina (TMB) em cada poc¢o da placa e esta foi incubada
novamente por cinco minutos, em temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A reacao
foi finalizada com a adicdo de 100 pl de solucédo de parada e a leitura da placa foi
realizada imediatamente em equipamento de ELISA, utilizando-se o comprimento de
onda de 450 nm.

Assim como para o0s outros marcadores analisados, o calculo da
concentragdo da PCR nas amostras foi realizado utilizando uma curva de
concentracdo disponivel no kit e os valores reais foram calculados por meio de

regressao linear.

1
Kamiya Biomedical. 12779 Gateway Drive, Seattle, WA 98168, USA
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Para o PCR empregou-se uma curva de concentracao entre 0 e 200ng/ml.
3.9. Eutanésia

Os animais foram submetidos a eutanasia por meio de um protocolo
composto por cetamina® (40 mg.kg?) associado a diazepam® (10 mg.kg?) e a
xilazina® (5 mg.kg™), todos por via intramuscular (IM). Apés sedacdo e inducéo
anestésica, os animais foram cateterizados pela veia marginal da orelha com cateter
24 G, via pela qual receberam a infusdo de fentanila® (7,4 p.kg™) e cloreto de
potassio® (100mg.kg™), respeitando-se os principios éticos para o uso de animais de
experimentacéo, conforme Close et al. (1996) com as doses adaptadas de Viana
(2007).

3.10. Anédlise histopatoldgica

Imediatamente apds a eutanasia, foi realizada necropsia dos animais para
colheita de material e avaliagdo histopatoldgica.

Durante a necropsia os 6rgaos foram avaliados macroscopicamente quanto a
forma, textura, consisténcia e coloracao das superficies.

Fragmentos de tecidos pulmonar, nervoso, hepatico, renal, esplénico e
intestinal, com até um centimetro de espessura foram colhidos e imediatamente
fixados em formalina neutra tamponada a 10%. O coracdo foi colhido inteiro e
imediatamente incidido transversalmente na altura dos ventriculos e atrios para
fixacdo de fragmentos destas camaras.

Todo o material foi fixado por um periodo minimo de 48 horas.

Apés a fixacdo dos coracdes, estes foram pesados em balanca digital de
precisao.

A seguir todas as amostras foram clivadas em fragmentos menores de até

02-03 mm de espessura e acondicionadas em histossetes plasticos histolégicos

Ketamina® — Agener Unido Quimica Farmacéutica Nacional. Av. dos Bandeirantes, Planalto Paulista - Sdo Paulo-SP.
Diazepam® - Unido Quimica. Rua Cel. Luiz Tendrio de Brito, 90. Embu, Guagu —SP.
Virbaxil® 2% - Virbac do Brasil. Av. Engenheiro Eusébio Stevaux, Jurubatuba — S&o Paulo-SP.

Fentanil® - Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda. Rua Gerivatiba, 207, Butanta. S&o Paulo-SP.

a A W N P

Cloreto de Potassio 10% - Ariston Indlstria Quimica e Farmacéutica LTDA. R. Adherbal Stresser - Sdo Paulo-SP.
6 Leica - Rua Afonso Celso, 1244. Sao Paulo — SP.
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para posterior processamento em processador automatico (Leica®® TP1020), onde
foram desidratadas em cinco banhos sequenciais de alcool etilico, sendo o primeiro
banho em &lcool a 70%, o segundo em alcool a 90% e os seguintes em alcool
absoluto, com duracdo de uma hora cada. Seguido da clarificacdo das amostras por
imersdo em dois banhos de xilol, de uma hora cada e embebicdo por imersao das
amostras em dois banhos, de 30 minutos cada, em parafina histologica a 60°C. Em
seqUéncia o material foi incluido manualmente, com auxilio do dispensador de
parafina e de moldes metélicos, no préprio histossete em que foi acondicionado.

Ap6s a solidificacéo, os blocos foram resfriados e cortados em secdes de 5
um de espessura, em micrétomo semi-automatico (Leica®" RM2145). Os cortes
foram colocados em banheira histolégica, de onde foram coletados por laminas de
vidro e corados manualmente, pelo método hematoxilina e eosina (HE) e Tricrébmico
de Gomori (TG).

As fotomicrografias obtidas foram documentadas, arquivadas e analisadas
com auxilio de um software de morfometria digital (Nis-Elements Basic Research
versdo 3.22, Nikon®").

3.10.1. Morfometria das fibras miocardicas

Para a realizacdo da morfometria das fibras miocardicas foi utilizado um
microscopio optico (Nikon®) com sistema de aquisicdo de imagens e andlise de
imagens (Nis-Elements Basic Research versao 3.22, Nikon®).

A morfometria foi realizada em cada lamina histologica de miocardio, sendo
escolhidos aleatoriamente 3 (trés) diferentes campos e em cada campo foram

escolhidas randomicamente 10 (dez) fibras, totalizando 30 (trinta) fibras por animal.
3.11. Anédlise estatistica e interpretacdo dos dados

Os resultados foram anotados em fichas individuais e as diferencas entre os
tempos e tratamentos foram analisadas com programa estatistico Statistical
Analysis System (SAS), por meio do teste de analise de variancia para dados

desbalanceados (GLM) e teste T de Student para dados ndo pareados, ambos com

1
Hayamax Distribuidora. Rua Angelo Sarabia, Pg. Ind. Castelo Branco, Ibiporéd — PR.
2
Olympus Optical do Brasil, LTDA. Rua do Récio, 430 - 2° andar, Vila Olimpia, Sdo Paulo — SP.
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p<0,05; regressao linear e correlacdo de Pearson, considerando-se significativos R?
e r > 0,60, respectivamente.

Os dados coletados no experimento foram analisados em conjunto de forma
a buscar um entendimento a respeito da viabilidade e aplicabilidade dos protocolos
terapéuticos e das provas neuroenddécrinas e funcionais cardiacas sobre o modelo

experimental de insuficiéncia cardiaca estudado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Validagdo do modelo experimental

O modelo experimental de insuficiéncia cardiaca induzida pela adrenalina
conforme proposto para o presente ensaio mostrou-se eficiente, uma vez que foram
observadas alteracdes clinicas e histopatoldégicas compativeis com a sindrome.
Estas alteracdes foram observadas em todos os animais que vieram a 0bito durante
as fases de inducao e terapéutica, em maior ou menor intensidade. Ademais, 0s
animais que sobreviveram durante todo o0 ensaio experimental também
demonstraram sinais clinicos (item 4.2) de insuficiéncia cardiaca congestiva,
comprovada ao exame necroscopico ao final do experimento.

A avaliacdo histologica para validagdo do modelo experimental foi realizada
em todos os animais que vieram a 0Obito durante a fase de inducéo e seus achados,
somados aos sinais clinicos, permitiram concluir pela eficiéncia do modelo.

As caracteristicas histopatologicas sdo apresentadas na Tabela 1 e Figura 7.

Estes achados sédo bastante similares as informacfes disponiveis na
literatura sobre este tipo de modelo de insuficiéncia cardiaca induzida por
catecolaminas. De acordo com varios autores, momentos ap6s a administracao de
altas doses de catecolaminas desencadeia-se um processo inflamatorio mediado
por células mononuclares, principalmente linfécitos e granuldcitos, permeados em
meio ao tecido cardiaco. Em poucos dias puderam ser observados focos
hemorragicos, edemas e congestbes em diversos 0rgaos, sobretudo pulmdes e o
desenvolvimento de tecido fibroso e lesdes cicatriciais (VLEET e FERRANS, 1986;
JIANG e DOWNING, 1990; MUDERS et al., 1999; ZHANG et al., 2010).

Os achados apresentados para os demais 6rgaos sao similares aos descritos
por WILKES et al. (1963) ao descreverem os efeitos da adrenalina sobre diversos
orgaos de coelhos recém nascidos. Chama-se a atencdo para um achado em
particular ndo listado na Tabela 1 devido ao fato de ter sido observado
exclusivamente em um animal e apenas no baco, durante a fase de inducéo, que é
a presenca de pontos de calcificacdo esplénica (Figura 7D). Este foi um achado
comum no estudo de WILKES et al. (1963), atribuido a acdo da adrenalina neste
orgao, além dos demais achados comuns a este experimento, como a congestao e

areas de necrose.
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Algumas destas alteracdes estao ilustradas na Figura 7.

Tabela 1 — Achados histopatoldgicos em modelo experimental de insuficiéncia cardiaca congestiva

induzida por adrenalina em coelhos. Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Orgéos Achados histopatolégicos Freqliéncia

Areas de tecido conjuntivo (Fibrose) *

Edema perivascular *

Hipertrofia cardiomiécito *x

Coracgao Aumento massa ventricular Fohk

Infiltrado mononuclear difuso ol

Congestéao *x

Degeneracéo cardiomidcitos *

Cerebelo Manguito perivascular *
Edema perineuronal *

Edema pulmonar *kk

Enfisema pulmonar i

Pulmdes Atelectasia e
Espessamento de septo alveolar *

Infiltrado mononuclear *

Congestéao **

Degeneragé&o hidrépica *

Figado Degeneracéo centrolobular **
Edema *

Congestéao **

Rim Edema perivascular *
Congestéao *

Bago Congestéo *
Cirrose *

Intestino Edema na regido submucosa o

Onde: * regides discretas e em pequeno nuimero de observacdes; ** regides evidentes e frequentes,

*** regifes acentuadas e observadas em grande nimero de animais.

Estes achados foram utilizados para comprovacao do modelo consagrado na
literatura e servem, ndo apenas para validar o presente estudo, como para justificar
os achados clinicos e o elevado numero de Obitos observados na presente

investigacdo (dados apresentados na avaliacao clinica descritiva, no item 4.2.).
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Figura 7 — Microscopia oOptica de diferentes tecidos de animais com insuficiéncia cardiaca induzida
pela adrenalina. Em A, tecido cardiaco com infiltragdo de tecido conjuntivo fibroso (Tricrémico de
Gomori; Aumento 10x). Em B, tecido pulmonar com areas de edema pulmonar, espessamento de
septo alveolar, enfisema e atelectasias (HE; Aumento 10x). Em C, tecido hepatico com degeneragéo

e edema (HE; Aumento 10x). Em D, tecido esplénico com pontos de calcificacdo (HE, Aumento 10x).
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4.2. Avaliacéo clinica descritiva

A Tabela 2 apresenta de forma descritiva 0s principais sinais clinicos
observados nos animais durante as diferentes fases do experimento. Algumas
alteracBes de necropsia compativeis com estes sinais clinicos (que os justificam)

séo apresentadas na Figura 8.

Tabela 2 — Principais sinais clinicos observados nos animais submetidos ao modelo experimental de
insuficiéncia cardiaca congestiva induzida por adrenalina em coelhos. Hospital Veterinario/UENF,
2012.

Achados clinicos Freqiiéncia de observacao
Fase indugao Fase terapéutica
G1*n=29 G2*n=5 G3*n=5 G4 *n=4
Absoluto  Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo
Dispnéia 26 89,66 3 60 5 100 4 100
Ascite 14 48,28 2 40 4 80 1 25
Efusdes (pleural e pericardica) 11 37,93 1 20 3 60 1 25
Edema pulmonar 15 51,72 1 20 3 60 2 50
Perda de peso 16 55,17 3 60 1 20 4 100
Convulsées 4 13,79 0 0 0 0 1 25
Anisocoria 1 3,45 0 0 0 0 1 25
Paraplegia 1 3,45 0 0 0 0 0
Pulso jugular 1 3,45 0 0 0 0 0
Epistaxe 2 6,90 0 0 0 0 0
Inapeténcia 18 62,07 2 40 1 20 4 100
Obito 15 51,72 0 0 0 0 1 25

Analisando a Tabela 2 pode-se perceber que os sinais clinicos foram
altamente prevalentes durante a fase de inducdo, devido aos efeitos deletérios
causados pelo protocolo adrenérgico proposto. Estes achados séo similares aos de
MUDERS et al. (1999), que em experimento semelhante observaram alta incidéncia
de sinais clinicos como edema pulmonar, anorexia, dispnéia, ascite e efuséo
pericardica, além de um alto indice de obitos.

Estes 0Obitos, dispostos cronologicamente na Figura 1, ocorreram em quinze
animais durante a fase de inducdo, sendo oito Obitos na primeira semana apoés a
primeira infusdo e sete Obitos na segunda semana apds. Apenas uma morte foi
observada durante a fase terapéutica, consequentemente apds a segunda infusao,

especificamente no grupo experimental ndo tratado (G4).
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Este modelo apresentou caracteristicas similares ao modelo proposto por
MUDERS et al. (1999), no qual os autores trabalharam com um numero de doze
animais, com quatro Obitos apds a primeira infusdo e um o6bito ap6s a segunda
infusdo. Entretanto estes autores utilizaram trés infusbes em sua investigacao,
obtendo mais um 6bito apds esta terceira infusao.

Comparando-se momentos equivalentes entre este trabalho e o desenvolvido
por MUDERS et al. (1999), pds segunda infusdo, a taxa de 6bitos foi de 55% contra
42%, respectivamente, tendo os referidos autores alcancado a taxa de 50% de
Obitos apdés sua terceira infuséo.

Embora a literatura apresente diversos artigos em que foram utilizados
modelos experimentais empregando-se catecolaminas, como FRIPP et al. (1981),
DOWNING e CHEN (1985), TODD et al. (1985), MUDERS et al. (1999), ZHANG et
al. (2010), poucos autores descrevem a ocorréncia de Obitos em seus trabalhos, o
gue nao descarta a hipotese destes terem ocorrido, de fato, e estes animais
excluidos das fases seguintes de suas investigagoes.

Imediatamente ap0s esta fase, os animais foram divididos aleatoriamente em
grupos para tratamento e a incidéncia dos achados clinicos em geral tendeu a
variacfes segundo o protocolo utilizado.

De modo geral, o grupo com menor prevaléncia de sinais clinicos foi o0 G2, de
animais tratados com enalapril associado a espironolactona. Em posicao
intermediaria observa-se o G4, de animais ndo tratados e, por fim, com maior
prevaléncia de sinais clinicos, observa-se o G3, de animais tratados com o
pimobendan.

A melhoria clinica do G2, quando comparada aos demais grupos se deve em
funcdo dos efeitos terapéuticos do enalapril associado a espironolactona. Sabe-se
gue os inibidores da ECA associados aos antagonistas da aldosterona apresentam
efeitos clinicos importantes, promovendo incremento da funcdo cardiaca de
pacientes com insuficiéncia cardiaca, reduzindo a morbidade e mortalidade de
animais e humanos com ICC de diversas origens (PITT et al., 1999; LAVIOLLE et
al., 2006). Estes efeitos benéficos foram observados por diversos autores.
GOINEAU et al. (2003) e LAVIOLLE et al., (2006) utilizaram esta combinacdo em
um de seus protocolos para tratamento da cardiopatia dilatada em hamsters e
obtiveram resultados positivos no controle da ICC. DABROWSKI et al. (2010)

observaram estes efeitos benéficos desta combinacdo sobre humanos com
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fibrilacdo atrial. MADRON et al. (2011) também comentam sobre os efeitos
benéficos desta combinacdo em caes com degeneracdo mixomatosa, promovendo
reducdo da tosse, reducdo da intolerancia ao exercicio, aumento de apetite e
atividade fisica quando comparada com terapia isoladas ou associadas a outros
farmacos.

Entretanto nenhum dos autores supracitados o aplicou sobre um modelo com
caracteristicas similares ao presente estudo, com disfuncdo diastdlica e nao
sistdlica. Embora ndo tenham sido realizadas avaliagbes ecocardiogréficas para
avaliacdo da funcdo miocardica, pressupfe-se que este modelo apresente
caracteristicas de insuficiéncia diastolica devido as caracteristicas histopatoldgicas
apresentadas, como acentuada hipertrofia cardiaca, hipertrofia dos cardiomiocitos e
reducéo da luz do ventriculo esquerdo e substituicdo de tecido muscular cardiaco
por tecido fibroso. Estes achados de disfuncdo diastdlica sao corroborados por
LORELL e GROSSMAN (1987).

Porém SATO et al. (2002) conduziram um estudo com pacientes com
diagnostico de hipertensao essencial, com hipertrofia ventricular esquerda e fungao
diastdlica reduzida, achados sugestivamente similares a este estudo. Seus
resultados apontaram que a terapia combinada também promoveu melhorias
significativas na pressao arterial e funcdo ventricular dos pacientes, promovendo
melhorias clinicas significativas.

Em oposicdo aos achados do G2, os animais do G3, tratados com
pimobendan, apresentaram varios sinais clinicos de maior intensidade e prevaléncia
guando comparado aos demais grupos, inclusive na fase de inducao.

Isto se deve ao fato de que, embora esta droga apresente resultados clinicos
excepcionais em humanos e animais com insuficiéncia cardiaca (FUENTES, 2004;
SAYER et al., 2009; SUMMERFIELD et al., 2012), ela deve ser utilizada, e apenas
possui seu uso aprovado, em casos de insuficiéncia sistllica, visto seu potente
efeito inotrépico positivo, mesmo que outro efeito bem marcado deste farmaco seja
a vasodilatacdo via inibicdo da fosfodiesterase Ill (CHETBOUL et al., 2007; ATKINS
et al., 2009, BOSWOOD, 2010). Neste caso, ela interfere negativamente sobre a
funcdo miocardica, aumentando ainda mais a funcdo sistélica da musculatura
cardiaca, que ja apresentava-se hipertrofiada por razées do modelo experimental

utilizado com adrenalina.
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Assim, este fato justifica a maior incidéncia de alteragfes clinicas no G3
guando comparado ao G4, de animais enfermos nao tratados.

Figura 8 — Achados de necropsia compativeis com os sinais clinicos observados no modelo
experimental de insuficiéncia cardiaca congestiva induzida pela adrenalina. Em A, observa-se ascite,
em B efusao pleural e pericardica hemorragica, em C epistaxe. Hospital Veterinario/lUENF, 2012.

4.3. Peso corporal

Os resultados da avaliacédo do peso corporal dos animais (G2, G3, G4 e G5)

ao longo da fase terapéutica sdo observados na Figura 9.
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Figura 9 — Comportamento da varidvel peso corporal sob diferentes tratamentos durante a fase

terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Hospital Veterinario/lUENF, 2012.

Através da analise de variancia para dados desbalanceados (GLM) observou-
se que o comportamento da variavel-resposta peso corporal foi estatisticamente

diferente entre os grupos estudados, ao nivel de p<0,05 de significancia, além de
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serem observadas diferencas significativas para alguns destes grupos ao longo do
tempo (Tabela 3).

Tabela 3 — Andlise estatistica para as variaveis-resposta peso corporal, peso cardiaco e morfometria

das fibras cardiacas. Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Analise estatistica ANOVA GLM p<0,05 Regressao linear
Tratamento Tempo G2 G3 G4 G5
* = Significativo ; ns = néo significativo Interacéo varidvel x tempo. Significativo com R2 > 0,60
Peso corporal * * 0,4801 0,9643 0,9837 0,9479
Peso cardiaco * Ns - - - -
Morfometria * Ns - - - -

Analisando-se os resultados através da regresséao linear observa-se que, com
excecdo ao G2 (R2=0,4801), todos os grupos estudados sofreram alteracGes
significativas ao longo do tempo de estudo (R2-G3=0,9643 e R2-G4=0,9837 e R2-
G5=0,9479). Ademais todos o0s grupos apresentaram curvas de tendéncia de
comportamento cubico. Isso permite inferir que a variavel-resposta peso corporal
apresentou um comportamento oscilante durante a investigacao.

Inicialmente realizando-se uma analise isolada do ponto de partida da fase
terapéutica, T3, percebe-se que o0s animais que receberam adrenalina
apresentaram um retardo no seu desenvolvimento e ganho de peso corporal quando
comparados aos animais do grupo controle. Esta situacéo € idéntica aos resultados
de WILKES et al. (1963), ao administrarem adrenalina sucessivamente em coelhos
recém nascidos durante seis semanas. Os animais que receberam o farmaco se
desenvolveram consideravelmente mais que 0s outros.

Em uma anélise dos dados ao longo da fase terapéutica, percebe-se que o
G5, grupo de animais ndo doentes, apresentou comportamento de ganho de peso
ao longo do tempo, atribuido ao seu desenvolvimento corporal fisiolégico, sobretudo
em situacdo de cativeiro, com alimentacdo ad libitum e restricdo de atividades
fisicas.

Em contrapartida nota-se que o G4, grupo de animais doentes e nao
tratados, apresentou uma tendéncia de perda de peso nos momentos subseqtientes
a instalacdo da doenca cardiaca (T4 e T5), com discreta tentativa de estabilizacao
do peso corporal nos momentos seguintes até o fim da investigacdo. De acordo com
a literatura, em humanos a perda de peso € um evento comum durante a

insuficiéncia cardiaca e esta relacionado a piora do estado clinico do paciente
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(ATKINS et al., 2009; BOCCHI et al. 2009; LORD et al. 2011). Em animais esta
situacdo também pode ocorrer. Esta caracteristica foi observada por HELIES-
TOUSSAINT et al. (2005) em pesquisa sobre insuficiéncia cardiaca através da
colocacdo de uma bandagem adrtica em ratos e por FARIA et al. (2011) avaliando-
se o efeito do infarto miocérdico sobre o peso corporal em ratos.

Atenta-se, ainda, ao fato de que o Unico animal que veio a 6bito durante a
fase terapéutica compunha o G4, e o 6bito foi constatado exatamente durante o T5.
Segundo LOPEZ-JIMENEZ et al. (2008) e FARIA et al. (2011) a perda de peso pode
estar associada a severidade da insuficiéncia cardiaca, podendo ser considerada
um dos elementos durante a avaliagcao clinica do paciente. Dessa maneira, acredita-
se que o Obito observado neste ponto possa estar relacionado a evolucao clinica do
processo de instauracao da insuficiéncia cardiaca.

O G2, grupo de animais tratados com o enalaprii associado a
espironolactona, apresentou uma tendéncia de estabilizacdo do peso ao longo do
tempo, sem grandes variagdes significativas (R2=0,4801). A literatura demonstra
gue os inibidores da ECA aumentam a qualidade e expectativa de vida e reduzem a
intolerancia ao exercicio em animais com esta sindrome (POUCHELON et al. 2008;
ATKINS et al. 2009). Entretanto, com suas fungbes organicas parcialmente
restabelecidas € contraditorio o fato destes animais ndo terem ganhado peso ao
longo da investigagéo. Isto se deve ao fato de que esta droga retarda o ganho de
peso de animais e humanos tratados com este tipo de farmaco, por meio de uma
interferéncia no metabolismo lipidico (MASUO et al., 2001; SANTOS et al. 2008;
SANTOS et al., 2009).

Ja os animais do G3, tratados com pimobendan apresentaram o maior ganho
de peso dentre os grupos doentes estudados, entre T3 e T8. Este resultado poderia
estar correlacionado a grande eficiéncia do pimobendam no controle dos sinais
clinicos da insuficiéncia cardiaca, reduzindo o desconforto causado pela
enfermidade. De acordo com a literatura, o pimobendan esta relacionado a reducéo
da intolerancia ao exercicio, redu¢do do consumo de oxigénio, além de aumentar a
gualidade de vida (KUBO et al., 1992; FUENTES et al.,, 2002), proporcionando
retorno as atividades normais, como a alimentacéo. Entretanto seu efeito real sobre
0 peso corporal ndo esta bem documentado na literatura. Em pesquisa com seis
cades, adultos e assintomaticos, CHETBOUL et al., (2007) observaram que

administracao do pimobendan néo representa alteracfes significativas no peso dos
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animais ao longo do tempo, entretanto a comparagédo com a presente pesquisa deve
ser feita de forma critica, visto a diferenca marcante entre as espécies, idade,
estado de evolucao e tipo de doenca cardiaca entre as metodologias propostas.
Entretanto, especificamente neste caso, deve-se atentar ao fato de que o
pimobendan, conforme descrito anteriormente, é indicado e aprovado para utilizacédo
em casos de insuficiéncia sistdlica, e que sua utilizacdo neste caso pode ter
contribuido para maior incidéncia de derrames cavitarios e edemas, conforme
demonstrado na Tabela 2, o que também justificaria a maior elevagcédo de peso neste
grupo de animais. Segundo BOCCHI et al. (2009), embora o monitoramento do peso
deva ser realizado em pacientes com insuficiéncia cardiaca, este deve ser feito de
forma criteriosa, visto que muitas vezes torna-se dificil diferenciar ganho de peso
por incremento de massa muscular e gordura daquele relacionado com aumento de

volemia, retencéo hidrica e edemas.

4.4. Biomarcadores cardiacos

O comportamento seérico dos biomarcadores estudados em modelo
experimental de insuficiéncia cardiaca € descrito a seguir em topicos distintos. Um

resumo da andlise estatistica para cada caso é apresentado na Tabela 4, a seguir.

Tabela 4 — Andlise estatistica para as variaveis-resposta Enzima Conversora de Angiotensina I,

Peptideo Natriurético Atrial e Proteina C Reativa. Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Andlise estatistica ANOVA GLM p<0,05 Regressao linear
Tratamento Tempo G2 G3 G4 G5
* = Significativo ; ns = ndo significativo Interagdo variavel x tempo. Significativo com R2 > 0,60
ECA * * 0,8804 0,5831 0,8343 0,5365
PNA ns * 0,6193 0,6810 0,5559 0,5321
PCR * Ns 0,9645 0,9062 0,9333 0,5444
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4.4.1. Peptideo Natriurético Atrial (PNA)

Os resultados da avaliacdo do Peptideo Natriurético Atrial (PNA) dos animais

(G2, G3, G4 e G5) ao longo da fase terapéutica sdo observados na Figura 10.
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Figura 10 — Comportamento da varidvel Peptideo Natriurético Atrial sob diferentes tratamentos
durante a fase terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Hospital Veterinario/UENF,
2012.

Através da andlise de variancia para dados desbalanceados (GLM) néo
foram observadas alteracdes significativas entre os grupos estudados para a
variavel-resposta PNA, ao nivel de p<0,05 de significancia. Entretanto, estudando o
comportamento destes grupos ao longo do tempo, foram observadas alteracGes
significativas (Tabela 3).

Por meio da regressao linear péde-se identificar que estas variacbes de
comportamento individualizado ao longo do tempo ocorreram em G2 e G3, onde
R2=0,6538 e R2=0,681, respectivamente. Estas variacbes foram consideradas
significativas embora apresentem um R2 relativamente baixo.

Em oposicdo, G4 e G5 ndo apresentaram variagdo de comportamento
significativa, com R2=0,5437 e R2=0,5321, respectivamente.

Conforme observado na Figura 10, em valores reais, ao longo de todo o

experimento, o PNA do grupo 5 manteve um valor médio de 313,71+4,99pg/ml, sem
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grandes variagbes, sendo, entdo, tomado como base para inferéncias sobre os
demais grupos.

Os grupos 2, 3 e 4 apresentaram uma curva resposta bastante similar, o que
justifica ndo haver diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos ao
longo do tempo, entretanto as amplitudes destas curvas resposta foram bem
diferenciadas.

Observa-se que no momento inicial da fase terapéutica, T3, o valor médio da
concentragdo de PNA para os grupos de animais enfermos foi de
364,05+123,34pg/ml, acima daquele obtido para o grupo 5 no mesmo tempo de
investigagdo, de 318,16x12,74pg/ml. Observa-se, de fato, um elevado desvio-
padrdo neste ponto, 0 que corrobora a nao observancia de diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos.

Entretanto, esta elevacéo da concentracdo sérica de PNA nos grupos 2, 3 e 4
guando comparados ao G5, em T3, ocorreu em virtude das infusbes prévias de
adrenalina, desencadeando taquicardia, insuficiéncia cardiaca e alteracGes
cardiacas estruturais importantes. De acordo com ABASSI et al. (2004), SEIXAS-
CAMBAO e LEITE-MOREIRA (2009), este sistema peptidérgico é precocemente
ativado na insuficiéncia cardiaca, apresentando elevacdo em seus niveis séricos por
meio da sintese e liberacdo do PNA de granulos especificos localizados no
miocéardio atrial. Esta liberacdo ocorre mediante aumento e distensdo atrial
(CROZIER et al., 1987; SAGNELLA, 1998), elementos observados nesta
investigacao (Item 4.1.).

Segundo a literatura, a concentracao seérica de PNA pode elevar-se devido a
insuficiéncia cardiaca de diversas origens, como taquicardias, estenose mitral ou
aortica, cardiomiopatia dilatada, acentuada hipertrofia ventricular esquerda com
disfuncéo diastdlica, distenséo atrial e demais condi¢cdes que cursem com aumento
da pressdo atrial e disfuncdo ventricular (FYHRQUIST E TIKKANEN, 1988;
STEVENS et al., 1995; SAGNELLA, 1998; ABASSI et al., 2004). Estes autores
relatam, ainda, que a proporcao desta elevacao esta relacionada a severidade da
enfermidade. Estas informacdes da literatura corroboram os achados nesta
pesquisa, visto a observacdo tanto de insuficiéncia cardiaca com disfuncao
diastélica, como elevacdo na concentracao serica de PNA nos animais estudados.

Estas informacdes originam-se de pesquisas, até certo ponto, similares a

este estudo. RANKIN et al. (1986) estudaram em coelhos o comportamento da

73



concentracdo sérica de PNA durante a taquicardia induzida por estimulacéo elétrica
no atrio direito, observando um aumento significativo da concentracdo deste
peptideo.

Um estudo realizado em observagdes clinicas em humanos, conduzido por
ROY et al. (1987), observou que a maioria dos pacientes investigados com casos de
fibrilacdo atrial e taquicardia supraventricular apresentavam os niveis séricos de
PNA consideravelmente elevados ao momento do exame.

De maneira semelhante ao estudo de RANKIN et al. (1986), LUCHNER et al.,
(2001) desenvolveram um modelo de disfungéo ventricular e insuficiéncia cardiaca
através da implantacdo de um marcapasso em coelhos que induzia uma frequiéncia
cardiaca elevada, cerca de 350bpm, durante 30 dias. Neste experimento, 0s autores
observaram que os niveis séricos de PNA foram elevados concomitantes ao
surgimento dos sinais de Insuficiéncia cardiaca.

As informag0es anteriores elucidam o comportamento sérico do PNA em T3
para os trés grupos de animais que receberam adrenalina para inducédo do modelo
experimental de insuficiéncia cardiaca. Entretanto, deste ponto em diante, pode-se
observar na Figura 10 que houve uma reducdo destes valores nos momentos
subsequentes em todos os grupos estudados, tendendo, ao fim do experimento, a
uma aproximacao dos valores do grupo controle.

Especificamente no G4, com animais doentes nao tratados, esta reducao da
concentracdo dos niveis de PNA esta de acordo com os achados de MUDERS et al
(1999), que propuseram um modelo semelhante de insuficiéncia cardiaca induzida
por adrenalina em coelhos e avaliaram seu efeito sobre o PNA. Estes autores
relatam que apds cada infusdo de adrenalina os niveis de PNA aumentavam
consideravelmente, provavelmente por causa da distensdo atrial e taquicardia,
porém decresciam e aproximavam-se dos valores basais cerca de dez dias apos, de
forma parecida com os resultados observados neste estudo, entretanto néo
esclarecem o motivo deste comportamento. Pressupde-se que neste estudo as
elevacles transitorias das concentracdes de PNA tenham ocorrido em virtude da
distensdo atrial, em virtude do aumento das pressdes intracardiaca e vascular
periférica causada pela adrenalina.

Este comportamento sérico do PNA do G4 néo diferiu estatisticamente do
comportamento do G2 e G3, entretanto foi possivel observar, através das

amplitudes de resposta, que fisiologicamente elas apresentaram certa variacao.
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Quando comparados os grupos 2, 3 e 4 ao grupo 5, nota-se que o grupo 2
apresentou uma variagdo de maior amplitude quando comparada aos grupos 3 e 4,
tomando-se como base a maior area virtual delimitada pelos dois pontos de
intersecdo entre as curvas de tendéncia destes grupos e a curva de tendéncia do
grupo 5 (Figura 10).

Esta &rea virtual referente ao G2 permite inferir que dentre os trés grupos
estudados na fase terapéutica, utilizando-se especificamente o PNA como
biomarcador, a associacdo enalapril/espironolactona foi a mais eficiente no controle
da sindrome de insuficiéncia cardiaca causada pela adrenalina, por ter reduzido de
forma mais rdpida sua concentracao, mantido em valores mais baixos por um maior
periodo de tempo e, finalmente, por té-la aproximado mais dos valores do G5 ao
final do experimento, em T9, quando comparado aos demais grupos estudados
(Tabela 5). Infere-se tal afirmativa pela acédo sinérgica do protocolo
enalapril/espironolactona no tocante a reducédo da pré-carga e, consequentemente,
das pressfes venosas e intracardiaca.

Um estudo clinico realizado em humanos por BENEDICT et al. (1995)
demonstrou que os pacientes com insuficiéncia cardiaca tratados com enalapril ao
longo de 40 meses de investigacdo apresentaram melhorias clinicas, associadas a
reducédo dos niveis de PNA. Neste estudo, inclusive aqueles que receberam placebo
também tiveram os niveis de PNA decrescidos, entretanto de forma menos
significativa que os que receberam o inibidor da ECA. Este resultado coincide com
0os observados no presente trabalho, onde os animais tratados com o enalapril
melhoraram clinicamente e mostraram evidente queda nos niveis de PNA, enquanto
0 grupo de animais enfermos nao tratados também apresentou reducédo dos niveis
do peptideo, entretanto de forma menos vertiginosa que 0s que receberam o
enalapril.

Ainda de acordo com BENEDICT et al. (1995), este efeito ocorre devido ao
enalapril reduzir a pressdo intracardiaca e nas vias de saida ventriculares,
proporcionando reducdo da sobrecarga e distensdo atrial, conseqientemente
reduzindo a liberacdo de PNA na corrente sangiinea.

Outros autores também observaram resultados similares acerca do PNA em
pacientes tratados com inibidores da ECA.

KATOH et al. (1986) observaram a eficiéncia dos inibidores da ECA sobre a

concentracdo de PNA em pacientes com insuficiéncia cardiaca. Em sua experiéncia
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em caso clinico humano, os autores observaram que apds a administracdo de
captopril o paciente apresentou melhoras clinicas significativas, associada a
reducdo dos niveis séricos de PNA, previamente elevados. Uma vez controlada a
sindrome, a terapia foi suspensa e os sinais clinicos voltaram a aparecer, associado
a um novo aumento do PNA. Por fim, reintroduziram a mesma terapia, com sucesso
clinico e nova reducédo sérica do PNA, suportando a idéia de associacdo entre 0s
niveis plasmaticos do peptideo e a severidade da doenca.

BOLDT et al. (1995) observaram este mesmo comportamento de reducdo
dos niveis de PNA em pacientes submetidos a um bypass aorto-coronario que
receberam o enalaprilato (forma ativa intravenosa do enalapril) previamente a
cirurgia.

Embora a reducéo dos niveis séricos de PNA no Grupo 2 estejam evidentes
em funcado da utilizacdo do enalapril, deve-se atentar ao fato de que a associacdo
da espironolactona também pode ter colaborado de maneira importante neste
resultado. Segundo TSUTAMOTO et al. (2001), pacientes com insuficiéncia
cardiaca congestiva apresentam reducdo nos niveis de PNA quando tratados com
espironolactona também. Os autores descrevem que este mecanismo esta
associado a reducdo da pressdo de enchimento do ventriculo esquerdo e a
prevencao da fibrose associada ao remodelamento ventricular desencadeado pelas

acOes deletérias da aldosterona no miocérdio.

Tabela 5 — Concentracédo sérica média de Peptideo Natriurético Atrial (pg/ml) nos tempos 3 e 9 da

fase terapéutica. Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Peptideo Natriurético Atrial (pg/ml)
G2 G3 G4 G5
MEDIAS / T3 | 364,05+123,34 | 364,05+123,34 | 364,05+123,34 | 318,16+12,74
MEDIAS / T9 | 328,48+99,98 | 372,22+102,61 | 387,02+95,97 | 317,5797+42,46

Utilizando-se o mesmo principio grafico, deduz-se que o pimobendan
mostrou-se pouco eficiente no controle da insuficiéncia cardiaca induzida pela
adrenalina, observando-se o PNA como biomarcador, uma vez que a area virtual
produzida pela intersecéo de sua curva de tendéncia com o grupo controle foi muito
préxima, embora maior do que aquela observada na intersecdo entre o grupo

doente nao tratado e o grupo 5. Ademais, ao final do experimento, sua média de
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concentracdo absoluta mostrou-se mais préxima da média dos animais doentes ndo
tratados (G4) do que do grupo controle (G5).

Este evento de reducdo dos niveis séricos de PNA em pacientes tratados
com pimobendan é similar aos achados de SHIMIZU et al (1998), quando estes
autores investigaram os efeitos deste farmaco em pacientes humanos com
insuficiéncia cardiaca assintomatica. Esta informacéo € corroborada por um estudo
do grupo EPOCH (2002), que avaliou os efeitos do pimobendan sobre o PNA em
pacientes com insuficiéncia cardiaca leve a moderada. Da mesma forma, FUENTES
et al. (2002) relatam este efeito de reducdo do PNA em pacientes caninos com
cardiomiopatia dilatada tratados com o pimobendan. Estes autores apenas
informam este achado, sendo a hipétese explicativa descrita por SASAKI et al.
(1999), atribuindo este efeito a redugéo do volume cardiaco causada pelo farmaco,
em vistas ao seu efeito vasodilatador através da inibicdo da fosfodiesterase Il1l. Com
a reducao do volume cardiaco, ocorre, por consequéncia, reducdo da pressao atrial
e da distensdo de suas paredes, inibindo ou reduzindo liberacdo do PNA pelos

granulos especializados ali localizados.

4.4.2. Proteina C Reativa (PCR)

Os resultados da avaliacdo da concentracdo sérica da Proteina C Reativa

(PCR) dos animais (G2, G3, G4 e G5) ao longo da fase terapéutica sdo observados

na Figura 11.
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Figura 11 — Comportamento da varidvel Proteina C Reativa de alta sensibilidade sob diferentes
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tratamentos durante a fase terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Hospital
Veterinéario/lUENF, 2012.

Através da andlise de variancia para dados desbalanceados (GLM) observou-
se que o comportamento da variavel-resposta PCR foi estatisticamente diferente
entre os grupos estudados, ao nivel de p<0,05 de significAncia, entretanto
estudando seu comportamento individualizado, estes grupos nao mostraram
diferencas significativas ao longo do tempo (Tabela 3).

Todavia, por meio de uma avaliagdo subsequente por meio da regressao
linear pode-se perceber novamente uma tendéncia de alteragdo nos valores da
variavel-resposta em questdo no momento final do estudo em relacdo ao momento
inicial da fase terapéutica. Por meio desta regresséo linear péde-se identificar que
estas variagbes de comportamento individualizado ao longo do tempo ocorreram
nos grupos G2, G3 e G4, com R2=0,9645, R2=0,9062 e R2=0,9333. Ja o grupo
controle (G5) ndo observou alteracao significativa pela regresséo, com R2=0,5444.

Pontualmente, a primeira caracteristica do comportamento desta variavel-
resposta que chama a atencédo € o fato da concentracdo sérica deste biomarcador
nos grupos 2, 3 e 4 estar com valores abaixo daqueles observados no grupo
controle no primeiro tempo de avaliacdo da fase terapéutica (T3) (Tabela 6).

Entretanto, ao longo do experimento, na fase de inducdo, este
comportamento de baixa concentracdo ndo foi o mesmo observado, tendo este
biomarcador apresentado um pico (resultados ndo demonstrados) em T1, cerca de
sete dias apds a primeira infusdo de adrenalina, reduzindo-se constantemente por
até vinte dias apés a primeira infusdo. Porém devido ao delineamento experimental
proposto nesta pesquisa, nhdo € possivel afirmar que esta concentracdo sérica
elevada observada em T1 seja 0 ponto maximo apds a primeira infusdo, visto que
este biomarcador foi avaliado apenas uma vez ap0s a primeira infusdo de
adrenalina. Neste caso, o que demarcadamente chama a atencdo é o fato desta
concentracdo sérica de PCR ter mantido-se elevada por um periodo
demasiadamente longo quando comparada a sua meia-vida em pacientes
infartados.

Coincidentemente observa-se que em T3 (ja na fase terapéutica), cerca de
oito dias apds a segunda infusdo, estes valores séricos voltaram a elevar-se em

todos os quatro diferentes grupos estudados, atingindo um novo pico em T5,
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cronologicamente quinze dias apds a segunda infusdo de adrenalina. Apos este
segundo pico, estes valores voltaram a decrescer, em menor velocidade, até o final

do experimento.

Tabela 6 — Concentragdo sérica média de Proteina C reativa de alta sensibilidade (ng/ml) nos

tempos 3, 5 e 9 da fase terapéutica. Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Proteina C reativa de alta sensibilidade (ng/ml)
G2 G3 G4 G5
MEDIAS / T3 45,40 45,40 45,40 64,04
MEDIAS / T5 79,87 84,72 90,85 63,23
MEDIAS / T9 71,19 73,15 77,72 65,27

Acerca da concentracao sérica de proteina C reativa, a literatura é unanime
ao descrever que em situacdes de isquemia miocardica aguda (infarto agudo do
miocardio) em humanos os valores séricos de PCR aumentem vertiginosamente em
até seis horas apoOs evento isquémico propriamente dito. Esta elevacdo sérica
ocorre devido ao processo inflamatorio e remodelamento arterial e cardiaco
desencadeado pela morte tecidual pds isquémica. Entretanto, inicia-se a reducéo
destes valores apds 19 horas decorridas da isquemia, devido a curta meia-vida
plasmatica desta proteina (KOENIG et al., 1999; SANO et al., 2003; PRASAD, 2006,
BISOENDIAL et al., 2007; ZAMANI et al., 2012).

Estas informacdes da literatura acerca do comportamento sérico desta
proteina divergem dos resultados observados no presente estudo, visto que
classicamente em processos cardiacos isquémicos sua concentracdo eleva-se e
declina-se rapidamente, enquanto no estudo em tela esta variacdo (elevacédo e
reducédo) ocorreu de forma mais lenta, sendo observados os picos cerca de sete a
guinze dias apods o insulto cardiaco promovido pela administracdo de adrenalina,
seguidos de uma reducéo tardia.

Sugere-se que este comportamento diferenciado possa estar correlacionado
as diferencas fisiopatologicas observadas entre o infarto agudo do miocéardio e o
modelo experimental de insuficiéncia cardiaca congestiva através da administracéo
de adrenalina. O primeiro caso cursa com uma obstrucdo abrupta do fluxo
sangilineo coronariano, proporcionando um quadro isquémico agudo pontual,
enquanto no segundo pressupde-se 0 envolvimento de vasoconstricdo progressiva
das coronérias pela acdo da adrenalina, causando, assim, um quadro de hipoxia

miocéardica transitéria. Soma-se a este fato a questdo toxica tecidual direta da
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adrenalina sobre os tecidos miocérdico, hepético e renal (resultados apresentados
no item 4.6), promovendo alteracdes progressivas das funcbes destes Orgaos,
retardando o metabolismo e excre¢éo desta droga administrada de forma excessiva.

Em relagdo as discretas alteracbes observadas no comportamento da
concentracdo sérica de PCR entre os grupos 2, 3, 4 ao longo do tempo, cabe
destacar, principalmente, que o grupo que apresentou menor tendéncia de elevacéo
sérica de PCR na fase terapéutica foi o grupo 2. Novamente torna-se importante a
interpretacdo deste comportamento por meio da observacdo de uma menor area
virtual delimitada pelos dois pontos de intersecao entre as curvas de tendéncia dos
grupos 2 e controle, quando comparadas aquelas areas virtuais geradas pela
intersecdo das linhas dos demais grupos com o grupo controle (Figura 11). Desta
maneira, pode-se inferir que o grupo 2 (enalapril/espironolactona) foi aquele que
apresentou menor variacdo sérica de PCR entre os grupos estudados, mesmo que
sua concentracdo também tenha se elevado.

De acordo com PRASAD (2006) e ARGANI et al. (2008) o sistema renina-
angiotensina-aldosterona € responsavel, dentre outras importantes funcdes, pela
producdo de angiotensina Il, uma importante molécula com propriedades pré
inflamatorias. Este processo inflamatério € considerado mecanismo chave para o
inicio, progressdao e sequelas clinicas das doencas cardiovasculares, incluindo
aterosclerose, nefropatias e cardiomiopatias. Neste principio, varios estudos foram
conduzidos observando a eficiéncia de diversos inibidores da enzima conversora de
angiotensina sobre a reducéo das concentracdes séricas de PCR.

Assim, segundo PRASAD (2006), resultados positivos foram observados com
0 emprego de drogas como o ramipril, quinapril, fosinopril, captopril em pacientes
com infarto miocéardico, insuficiéncia cardiaca, humanos e coelhos com
aterosclerose.

Por outro lado, PRASAD (2006), corroborado por ARGANI et al. (2008) e
ZAMANI et al. (2012), ainda observam que drogas como trandolapril e enalapril ndo
mostram-se eficientes para a reducdo sérica de PCR em pacientes com infarto
miocéardico ou renais transplantados, atribuindo esta ineficiéncia do enalapril a sua
caracteristica de baixa penetrabilidade tecidual, seja em utilizacdo em curto ou
longo prazo, mesmo contrapondo os resultados positivos obtidos por TAKEDA et al.
(2003), que afirmam que o enelapril possui certa atividade antiinflamatéria, avaliada

pela reducao dos niveis de PCR em pacientes com doenca cardiaca isquémica.
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No presente estudo, nota-se claramente que, mesmo na presenca de
enalapril, a concentragdo sérica de PCR elevou-se novamente apds a segunda
infusdo de adrenalina, fato que corrobora as informacdes anteriormente
apresentadas por PRASAD (2006), ARGANI et al. (2008) e ZAMANI et al. (2012)
sobre a possivel ineficiéncia do enalapril frente ao controle sérico de PCR,
entretanto é relevante destacar que esta concentracao de PCR nao se elevou como
a concentracao sérica dos demais grupos, cabendo a insinuacdo de que esta droga
possa, sim, interferir, sobre a concentracdo sérica de PCR, mesmo que em menor
proporcao quando comparada a outros inibidores da ECA.

Por fim, pode-se, também suscitar a idéia de envolvimento da
espironolactona sobre a reducao dos niveis séricos de PCR, visto que o bloqueio a
aldosterona sobre o miocardio também possa contribuir de forma significativa sobre
a instauragéo do processo inflamatorio cardiaco. Entretanto, GODFREY et al. (2007)
avaliaram os efeitos da utilizacdo da espironolactona sobre a concentracdo seérica
de PCR em pacientes com insuficiéncia cardiaca, concluindo o estudo afirmando a
nao evidéncia de que a espironolactona possua propriedades antiinflamatorias em
pacientes com insuficiéncia cardiaca crbnicos estaveis ou angina. Entretanto,
novamente no caso da presente pesquisa, ndo se pode descartar tal possibilidade,
visto que o0 grupo composto pelo enalapril associado a espironolactona foi aquele
gue apresentou a tendéncia de manutencdo dos valores séricos de PCR mais
préximos daqueles observados no grupo controle, além do fato de que o processo
inflamatorio desencadeado neste caso nao ter sido, exclusivamente, em funcédo da
angiotensina Il ou da aldosterona, mas, em grande parte, pela acéo toxica direta da

adrenalina sobre os tecidos.
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4.4.3. Enzima Conversora de Angiotensina | (ECA)

Os resultados da avaliacdo da Enzima Conversora de Angiotensina | (ECA)
dos animais (G2, G3, G4 e G5) ao longo da fase terapéutica sdo observados na

Figura 12.
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Figura 12 — Comportamento da varidvel Enzima Conversora de Angiotensina sob diferentes
tratamentos durante a fase terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Hospital
Veterinario/UENF, 2012.

Por meio da andalise de variancia para dados desbalanceados (GLM)
observou-se  que  variavel-resposta ECA  apresentou  comportamento
estatisticamente diferente entre os grupos estudados, ao nivel de p<0,05 de
significancia, além de serem observadas diferencas significativas para alguns
destes grupos ao longo do tempo (Tabela 3).

Analisando-se os resultados por meio da regresséo linear observa-se que G2
e G4 apresentaram alteracdes significativas ao longo do tempo de estudo
(R2=0,8804 e R2=0,8343, respectivamente), enquanto para G3 e G5 nado foram
observadas alteracdes significativas ao longo do tempo (R2=0,5831 e 0,5365).

Em valores absolutos percebe-se que as médias de concentracdo sérica de
ECA nos grupos 2, 3 e 4 apresentaram valores inferiores aquele observado para a
concentracdo sérica de ECA em G5 (controle) (Tabela 7). Excetuando-se 0 grupo
controle, os demais grupos estudados apresentaram um comportamento similar
durante a investigagéo, caracterizado por um decréscimo continuo até um inicio de

recuperacdo em T7. Estes valores estiveram abaixo dos valores observados no
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grupo controle por quase todo o periodo de experimentagdo, apresentando uma
tendéncia de elevagao a partir de T7.

Tabela 7 — Concentracdo sérica média de Enzima Conversora de Angiotensina (ng/ml) nos tempos 3,

7 e 9 da fase terapéutica. Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Enzima Conversora de Angiotensina (ng/ml)
G2 G3 G4 G5
MEDIAS / T3 7,44 7,44 7,44 8,93
MEDIAS / T7 5,62 5,24 5,97 8,91
MEDIAS / T9 7,04 7,55 8,36 911

Avaliando-se de forma objetiva as amplitudes de resposta ao longo do tempo
dos grupos estudados tomando-se como base a area virtual delimitada pelos dois
pontos de intersecdo entre as curvas de tendéncia destes grupos e a curva de
tendéncia do grupo 5 (Figura 12), percebe-se que o grupo que apresentou a maior
tendéncia de redugdo destes valores foi o G2, caracterizado, ainda, por uma
recuperacao inferior aquela observada nos demais grupos.

De acordo com a literatura, a ECA ndo é considerada um biomarcador
especifico para a insuficiéncia cardiaca, devido a sua producéo e disponibilidade em
diversos outros tecidos, sendo empregada mais restritamente em casos de
sarcoidose e diversos outros tipos de doencas pulmonares, como bronquite cronica,
enfisema, carcinoma de brénquio, bronquite asméatica e fibrose cistica, estando seus
valores séricos reduzidos nestes casos (STUDDY et al. 1983; BAUDIN et al. 2005).
Este comportamento de reducdo dos niveis séricos de ECA é semelhante aos
resultados apresentados neste trabalho para este biomarcador, entretanto, a
principio ndo se deve correlacionar esta reducdo em resposta a insuficiéncia
cardiaca propriamente dita desenvolvida neste trabalho. Os resultados
demonstrados neste estudo (item 4.1) demonstraram graves lesdes pulmonares
durante a instauracdo do modelo experimental de ICC induzida pela adrenalina e,
de acordo com STUDDY et al. (1983), a perda de area de superficie endotelial
vascular pulmonar, regido anatbmica onde encontram-se maiores concentracdes e
atividades séricas fisioldégicas desta enzima, justificaria este comportamento de
reducédo destes valores séricos nos grupos estudados.

Em oposicao a esta reducao, a partir de T7 este comportamento se inverte,
demonstrando uma elevacao deste biomarcador. Sugere-se que, neste momento

possa estar ocorrendo a evolucdo da insuficiéncia cardiaca e, mesmo com a perda
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de tecido pulmonar, esta enzima possa estar sendo produzida, ainda que em
dimensbes reduzidas. Neste caso, sua elevacdo estaria relacionada a maior
ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona em resposta ao baixo débito
cardiaco e tentativa de restabelecimento da pressdo arterial (FEITOSA e
CARVALHO, 2000; SISSON, 2004).

Por fim, a maior amplitude na variacdo do comportamento sérico da ECA do
G2 em relagédo aos demais grupos justifica-se pela utilizacdo de um inibidor da ECA,
justamente um farmaco que bloqueia a atividade desta enzima, de forma similar aos
resultados de HOSHIDA et al. (1997) em estudo sobre os efeitos do enalapril sobre
a atividade da ECA em coelhos sob dieta rica de colesterol.

4.5. Eletrocardiograma

A tabela 8 apresenta de forma conjunta o resultado das analises estatisticas
para todas as variaveis eletrocardiogréaficas estudadas.

Nos topicos seguintes sao apresentados e discutidos apenas o
comportamento das variaveis dignas de nota ao longo do tempo, seus valores reais

para cada variavel e as respectivas discussdes. Assim, as variaveis apresentadas

séo: Frequéncia cardiaca, ritmo cardiaco, amplitude e duracdo de P e QRS.

Tabela 8 - Analise estatistica para as varidveis-resposta eletrocardiogréficas. Hospital
Veterinrio/UENF, 2012.
Andlise estatistica ANOVA GLM p<0,05 Regressao linear
Tratamento Tempo G2 G3 G4 G5
* = Significativo ; ns = néo significativo Interacdo variavel x tempo. Significativo com R2 > 0,60
Frequéncia cardiaca * ns 0,9973 0,9474 0,9800 0,4339
Duragéo P * ns 0,5298 0,9744 0,5309 0,7437
Amplitude P * * 0,9582 0,7622 0,4879 0,6634
Duragdo QRS * ns 0,9450 0,1997 0,3593 0,5936
Amplitude QRS * * 0,8810 0,9520 0,8164 0,9737
Intervalo PR * ns 0,8157 0,8822 0,4554 0,8184
Intervalo QT * ns 0,7032 0,9630 0,1415 0,8172
Amplitude T Ns ns 0,9850 0,4875 0,1526 0,9253
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4.5.1. Frequéncia cardiaca

Os resultados da avaliagédo da frequéncia cardiaca (FC) dos animais (G2, G3,

G4 e G5) ao longo da fase terapéutica sao observados na Figura 13.
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Figura 13 — Comportamento da variavel Frequéncia cardiaca sob diferentes tratamentos durante a

fase terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Através da analise de variancia para dados desbalanceados (GLM) observou-
se que o0 comportamento da variavel-resposta frequéncia cardiaca foi
estatisticamente diferente entre os grupos estudados, ao nivel de p<0,05 de
significancia, entretanto estudando seu comportamento individualizado, estes
grupos nao mostraram diferencas significativas ao longo do tempo (Tabela 3).

Todavia, por meio de uma avaliacdo subsequliente através da regressao linear
pode-se perceber novamente uma tendéncia de alteracdo nos valores da variavel-
resposta em questdo no momento final do estudo em relacdo ao momento inicial da
fase terapéutica (Tabela 9).

Por meio da regressao linear pdde-se identificar que estas variacbes de
comportamento individualizado ao longo do tempo ocorreram nos grupos G2, G3 e
G4, com R2=0,9973, R2=0,9474 e R2=0,9800. J4 o grupo controle (G5) néo

observou alteracéo significativa pela regressédo, com R2=0,4339.
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Tabela 9 — Frequéncia cardiaca média nos tempos 3, 4 e 9 para todos os grupos estudados na fase
terapéutica. Hospital Veterinario/lUENF, 2012,

Frequéncia cardiaca (bpm)
G2 G3 G4 G5
MEDIAS / T3 302,44 302,44 302,44 276
MEDIAS / T4 257,12 302,80 301,25 283,33
MEDIAS/T9 | 22480| 25162| 26533| 281,29

A analise dos resultados apresentados na Figura 13 e Tabela 9 permite
observar que no inicio da fase terapéutica (T3) a freqUéncia cardiaca apresentava-
se mais elevada nos animais dos grupos experimentais 2, 3 e 4, quando
comparados aos animais do grupo controle (G5).

Atribui-se esta elevacdo da freqUuéncia cardiaca nestes grupos, neste
momento, a instauracao e progressédo do processo de insuficiéncia cardiaca.

Segundo HORI e OKAMOTO (2012), a frequéncia cardiaca € um dos
biomarcadores que refletem relevantemente as atividades autondmicas simpatica e
parassimpatica em individuos saudaveis ou cardiopatas. Em relagéo aos portadores
de insuficiéncia cardiaca, os autores supracitados relatam que € evento comum a
elevacdo da frequéncia cardiaca. Esta € uma adaptacdo que ocorre devido a
ativacao do sistema nervoso simpatico, desencadeada por reflexos baroceptores e
neurais musculares (HORI e OKAMOTO, 2012; AKYUZ et al., 2013). Em
conseqiéncia, estes pacientes apresentam maior demanda de oxigénio pelo
miocérdio, eficiéncia da funcdo ventricular reduzida e comprometimento diastélico
(COWIE e DAVIDSON, 2012). Estes fatores aceleram o comprometimento da
funcao cardiaca e podem levar ao Obito. Por tais motivos, a elevacao da freqiéncia
cardiaca em portadores de insuficiéncia cardiaca congestiva é considerada um fator
de risco e de mau progndstico em termos de morbidade e mortalidade, requerendo
estratégias terapéuticas adequadas (PALATINI, 2011; AKYUZ et al., 2013).

Neste estudo, a partir dos tempos seguintes jA € possivel observar uma
reducédo da frequéncia cardiaca, de diferentes intensidades, em cada um dos grupos
estudados.

Notadamente esta reducdo foi mais rapida e intensa em G2 quando
comparado aos demais grupos, observando-se uma queda brusca neste grupo ja
em T4, enquanto os demais grupos iniciaram algum tipo de resposta, mesmo que

reduzida, apenas em T5.
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Novamente faz-se relevante ressaltar o emprego do enalapril no grupo 2. De
acordo com a literatura, em situagdes de insuficiéncia cardiaca que cursem com
frequéncia elevada, faz-se necessario o controle farmacologico adequado desta,
seja com o uso de betabloqueadores ou inibidores da ECA. Entretanto, embora os
betablogueadores possam parecer mais indicados para este fim, devido ao efeito
cronotropico negativo direto conferido pelo bloqueio dos receptores f as
catecolaminas, os inibidores da ECA apresentam um importante papel no controle
da frequéncia cardiaca, visto as caracteristicas de acdo inibitéria vagal da
angiotensina Il (COWIE E DAVIDSON, 2012; HORI e OKAMOTO 2012) e de
promover uma reducdo dos niveis plasmaticos de norepinefrina (GURLEK et al.,
1994).

De acordo com HORI e OKAMOTO (2012) e AKYUZ et al. (2013) este
controle farmacologico da frequéncia cardiaca reduz o consumo de energia pelo
miocéardio, aumenta o suprimento sanguineo e de oxigénio a musculatura cardiaca,
incrementa a diastole e reduz a pos-carga ventricular, reduzindo,
consequentemente, a mortalidade associada a insuficiéncia cardiaca. Assim,
acredita-se que esta possa ser, inclusive, uma das justificativas para a nao
observacédo de Obitos no grupo 2 deste experimento (item 4.2) , ao contrario do
observados nos demais grupos de animais.

Em relacdo ao grupo 3, observa-se que a frequéncia cardiaca permaneceu
mais elevada quando comparada ao grupo 2 ao longo da fase terapéutica,
entretanto esta diferenca entre a frequéncia destes grupos nao foi de grande
amplitude. Tal fato pode ser atribuido ao fraco efeito cronotropico positivo do
pimobendan, descrito por DUNCKER e al. (1987) e KITZEN et al. (1988), da ordem
de aproximadamente 30%.

Entretanto, percebe-se que, mesmo na presenca do pimobendan, e ainda
sendo mais elevada que no grupo 2, a frequéncia cardiaca no grupo 3 reduz a partir
de T4, similarmente ao grupo 4, de animais doentes nao tratados. Isto permite inferir
gue, independentemente do tipo de tratamento adotado, a tendéncia de
comportamento da freqUéncia cardiaca neste estudo foi de taquicardia momentos
ap6s a infusdo de adrenalina, porém uma taquicardia que, controversamente,
mesmo com o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca, ndo se sustentou durante

0s demais tempos de investigacdo. Como anteriormente descrito, esta taquicardia
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inicialmente observada é um reflexo mediado por baroceptores (HORI e OKAMOTO,
2012; AKYUZ et al., 2013) e a ndo sustentacdo deste reflexo de taquicardia pode
estar ligada a uma disfungcdo baroceptora demonstrada cientificamente em diversos

modelos animais de insuficiéncia cardiaca (MUDERS et al. 1999).

45.2. Ritmo cardiaco

A Tabela 10 apresenta de forma descritiva as principais alteragdes de ritmo

cardiaco observadas nos animais durante a fase terapéutica do experimento.

Tabela 10 — Principais alteracGes de ritmo cardiaco em modelo experimental de insuficiéncia

cardiaca congestiva induzida por adrenalina em coelhos. Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Arritmia cardiaca Freqliéncia de observacao

Fase terapéutica
G2 *n=5 G3 *n=5 G4 *n=4
Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo

Complexo ventricular prematuro (isolado) 1 20 0 0 0 0
1 20 0
2 40 0
1 20 0
2
1

Complexo ventricular prematuro (multifocal)

Taquicardia ventricular paroxistica

20 40 20

20 0

Taquicardia supraventricular

| k| Ol Ol O

0
0
Complexo atrial prematuro 0
1
0

Taquicardia ventricular sustentada

Por meio da andlise desta tabela pode-se perceber que as arritmias
cardiacas ocorreram em todos 0s grupos estudados, em menor ou maior
intensidade e frequéncia, observando-se eventos demarcadamente atriais,
ventriculares e taquicardias.

Segundo GURLEK et al. (1994), ZIMERMAN e LIBERMAN (2000) e BOCCHI
et al. (2009) o surgimento de arritmias cardiacas ndo € um evento raro nos casos de
insuficiéncia cardiaca, sobretudo naqueles de curso crénico, sendo a intensidade
destes eventos correlacionada ao risco de morte subita em pacientes néo tratados
adequadamente. Estas arritmias ocorrem devido ao remodelamento cardiaco e
deformacdes no sistema de conducéo elétrico cardiaco. Soma-se a esta afirmacédo o
fato da insuficiéncia cardiaca em tela ter sido causada pela administracdo de um
farmaco adrenérgico de acado direta, com caracteristicas arritmogénicas evidentes.

Por tais motivos, justifica-se a ocorréncias destas altera¢gfes do ritmo cardiaco.
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Entretanto, em uma andlise mais detalhada da tabela, pode-se observar que
as arritmias foram menos frequentes e graves no grupo 2 quando comparado aos
demais grupos. Esta observacdo é justificada pelo emprego do enalapril na
composicdo terapéutica deste grupo. De acordo com GURLEK et al. (1994) e
GONZALEZ-JUANATEY et al. (1998), os inibidores da ECA (enalapril) s&o
farmacos com grande potencial terapéutico para o tratamento da insuficiéncia
cardiaca, com atuacdo também sobre as arritmias cardiacas, principalmente as
ventriculares. Segundo estes autores, estas drogas promovem uma maior
disponibilizacdo de oxigénio ao miocardio, além de reduzirem os niveis plasmaticos
de norepinefrina, reduzindo, assim, a incidéncia de arritmias em pacientes tratados
com esta classe de farmacos.

Ainda em relacdo ao grupo 2, sugere-se que esta menor incidéncia de
arritmias cardiacas também possa estar correlacionada a utilizacdo da
espironolactona. Como descrito por SATO et al.,, (1999), SATO et al. (2002),
GOINEAU et al. (2003) e MILLIEZ et al. (2005) a associacdo da espironolactona
bloqueando receptores especificos da aldosterona retardaria o processo de
hipertrofia e remodelamento cardiaco, assim como preveniria a instauracdo do
processo de fibrose. Dessa maneira, pode-se pressupor que o sistema de conducao
elétrico cardiaco também possa ser preservado e a incidéncia de arritmias
cardiacas reduzida.

Em contrapartida, pode-se perceber que o grupo 3 foi 0 mais acometido pelas
arritmias cardiacas, sobretudo aquelas consideradas formas mais graves, como as
arritmias ventriculares (taquicardia e diferentes formas de apresentacdo de
complexos ventriculares prematuros). Acredita-se que estas tenham ocorrido em
maior freqUéncia e intensidade neste grupo seja pela néo utilizacdo de um inibidor
da ECA, seja pelo emprego do pimobendan. Entretanto a literatura descreve que
nao ha evidencias de que o pimobendan possa desenvolver e/ou agravar tais
arritmias (HAUF et al., 1985; BEAUFRERE e PAIRAUT, 2009), sobretudo pelo fato
de tratar-se de uma droga que atua aumentando o inotropismo cardiaco sem
aumentar o consumo de oxigénio pelo miocardio (PERRONE e KAPLINSKY, 2005).

Porém no caso do presente estudo, é relevante ressaltar que esta droga foi
empregada em um caso com insuficiéncia diastolica, em uma situacdo que cursava
com hipertrofia ventricular e fibrose miocéardica instaurada (resultados demonstrados

no item 6). Ademais, foi observado por CHETBOUL et al. (2007), em estudo
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histologico de animais com insuficiéncia valvar mitral que os animais que foram
tratados apenas com pimobendan, apesar de apresentarem melhorias clinicas bem
marcadas e aumento na qualidade e tempo de sobrevida, também apresentaram
lesBes valvares e subendocéardicas mais acentuadas do que aqueles tratados
isoladamente com benazepril.

Por tais motivos, incluindo o uso do pimobendan em animais com hipertrofia
e fibrose miocéardica avancada, associado a possibilidade desta droga predispor
e/ou pronunciar lesdes endocardicas preexistentes, ndo se pode excluir a
possibilidade de o emprego deste inodilatador neste caso ter agravado as lesdes
miocardicas e do sistema de conducgdo elétrico cardiaco induzidas anteriormente

pela adrenalina.

4.5.3. Demais variaveis eletrocardiograficas

O resultado da analise estatistica das demais variaveis eletrocardiograficas &
apresentado na Tabela 8.

A partir da analise desta tabela pode-se perceber que a maioria das
variaveis-resposta, excetuando-se a amplitude da onda T, apresentou alteracdes
significativas entre os grupos estudados (tratamentos), entretanto apenas as
variaveis amplitude P e amplitude QRS apresentaram alteracdes significativas entre
0S grupos ao longo do tempo. Mesmo tendo sido realizada a regresséo linear
posterior para melhor compreensao do comportamento daquelas variaveis que nao
apresentaram alteracdes significativas entre os grupos ao longo do tempo, a seguir
descreve-se e discute-se apenas aquelas variaveis com maior relevancia e

variabilidade eletrocardiografica ao longo do tempo.
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Figura 14 — Comportamento da variavel amplitude da onda P sob diferentes tratamentos durante a

fase terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Hospital Veterinario/lUENF, 2012.

Conforme observado na Tabela 11 e na Figura 14, no tempo 3, em valores
absolutos, a amplitude e duracdo média da onda P no G5 (animais sadios) foi mais
reduzida quando comparada aos animais dos demais grupos, compostos por
animais doentes em fase inicial de tratamento. De acordo com a literatura, em
coelhos saudaveis a amplitude e a duracdo média da onda P pode ser variavel
segundo diversos parametros, como a idade, peso e a raca do animal. Em geral,
PAIRAUT (2009) e LORD et al. (2010) apresentam valores de referéncia similares,
abrangendo um intervalo de 0,04 a 0,07mV, podendo se estender até 0,08mV para
a amplitude, enquanto o valor médio de duracdo da onda P é de 0,03s, podendo
variar de 0,02 a 0,04s.

O fato dos animais dos grupos 2, 3 e 4 apresentarem valores superiores aos
supracitados e superiores aos valores do G5 nas Figuras 14 e 15 pode ser
explicado pelo desenvolvimento da doenca cardiaca induzida pela adrenalina.
Embora PAIRAUT (2009) recomende que, devido a reduzida amplitude natural das
ondas, néo se utilize da variacdo morfologica das ondas P e complexo QRS para
sugestdo de dilatacdo ou hipertrofia de camaras durante a doenca cardiaca em
coelhos, outros autores (NOSZCZYK-NOWAK et al., 2009; LORD et al., 2010;
LORD et al. 2011) informam que estes achados de aumento de amplitude e duracao

da onda P podem ser observados em coelhos com insuficiéncia cardiaca.
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Tabela 11 — Valores absolutos médios para as variaveis-resposta amplitude e duragédo da onda P

nos tempos 3 e 9. Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Amplitude P (mV) Duracéo P (s)
G2 G3 G4 G5 G2 G3 G4 G5
MEDIAS / T3 0,120 0,120 0,120 0,090 0,034 0,034 0,034 0,028
MEDIAS / T9 0,063 0,077 0,120 0,103 0,033 0,042 0,036 0,025

Especificamente em relacdo ao comportamento da amplitude da onda P ao
longo de toda a fase terapéutica, percebe-se que esta variou ao final desta fase
guando comparada ao tempo inicial de avaliagéo (T3).

O grupo que apresentou a maoir variagao foi o G2, seguido pelo G3 e G5. O
G4 apresentou uma tendéncia de manutencdo dos valores absolutos ao longo do
tempo de estudo, informacdes corroboradas pelos respectivos R2 observados na
Tabela 8.

Observa-se que 0s grupos 2 e 3 apresentaram reducdes significativas na
amplitude da onda P, sendo a reducédo do grupo 2 mais intensa do que a do grupo
3. Segundo a literatura, este fato € explicado pela caracteristica do protocolo
composto pelo enalapril associado a espironolactona. Em seus estudos, MILLIEZ et
al. (2005) atribuem a reducdo da amplitude da onda P do eletrocardiograma ao
efeito antifibrético e anti-remodelamento cardiaco conferido pela espironolactona
sobre o miocardio, promovendo reducéo desta camara. DABROWSKI et al. (2010) e
FRANCO et al. (2011) corroboram esta informacao, mas acrescentam que soma-se
a este fato o efeito redutor de pré-carga conferido pelo enalapril, promovendo

reducdo da tensdo das paredes atriais e reducao cameral.
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Figura 15 — Comportamento da variavel duracdo da onda P sob diferentes tratamentos durante a

fase terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Hospital Veterinario/lUENF, 2012.

Por meio da andlise da Figura 16 e da Tabela 12 pode-se perceber que a
amplitude do complexo QRS também apresentou variacdo entre 0S Qrupos
estudados ao longo do tempo experimental.

Esta variacéo significativa ao longo do tempo € comum a todos 0s grupos
estudados, sendo, em todos os casos, com tendéncia de reducdo ao longo do
tempo.

Por mais que esta tendéncia possa ser justificada pelo emprego do enalapril
associado a espironolactona no grupo 2, trazendo consigo 0 mesmo comportamento
e justificativas para reducdo das camaras atriais supracitadas, esta conclusao néo
deve ser extrapolada aos demais grupos, visto que este mesmo comportamento
também foi observado no grupo que recebeu o pimobendan e no grupo controle,
grupos com caracteristicas completamente distintas. Assim, descreve-se este
comportamento de reducdo de amplitude do complexo QRS em todos 0s grupos
estudados hipoteticamente por um desvio de eixo cardiaco.

De forma contraria, pontualmente observa-se que no tempo 3, momento
inicial da fase terapéutica, a amplitude média do complexo QRS dos grupos 2, 3 e 4
era marcadamente maior do que aquela observada no grupo 5 (controle). Segundo
a literatura, a amplitude média do complexo QRS de coelhos é de aproximadamente

0,20mV, entretanto estes valores também podem variar amplamente de acordo com
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a idade, peso e a raca do animal (SZABUNIEWICZ et al. 1971; LORD et al., 2010).
Os valores observados no grupo controle sdo bastante similares ao padréo descrito
na literatura para esta espécie, enquanto os demais grupos apresentam um valor
médio de quase o dobro daquele observado pela literatura e pelo grupo controle
nesta pesquisa.
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Figura 16 — Comportamento da variavel amplitude do Complexo QRS sob diferentes tratamentos
durante a fase terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Hospital Veterinario/UENF,
2012.

Tabela 12 — Valores absolutos médios para a variavel-resposta amplitude do Complexo QRS nos
tempos 3 e 9. Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Amplitude QRS (mV)
G2 G3 G4 G5
MEDIAS / T3 0,42 0,42 0,42 0,24
MEDIAS / T9 0,30 0,22 0,14 0,11

Embora ainda seja marcante a recomendacéo de PAIRAUT (2009) no sentido
de nédo utilizacdo da variacdo morfolégica do complexo QRS sugerindo aumento
ventricular, outros autores sugerem este tipo de correlacdo, mesmo que em outras
espécies (TILLEY, 1992; FOX et al. 1999; TILLEY e GOODWIN, 2002), justificado
pelo aumento e remodelamento ventricular em decorréncia da instauracdo do

processo de insuficiéncia cardiaca.
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4.6. Avaliacéo histopatoldgica da fase terapéutica

Imediatamente ao término da fase terapéutica, todos o0s animais
sobreviventes ao experimento foram submetidos a eutanésia para observacao dos
resultados histopatoldgicos dos protocolos farmacolégicos empregados.

As caracteristicas histopatoldgicas sdo apresentadas na Tabela 13.

Analisado-se inicialmente o grupo controle, G5, percebe-se que este nao
apresentou quaisquer alteracdes histopatolégicas compativeis com qualquer
enfermidade, excetuando-se o Unico evento observado, de congestdo, em 6rgaos
como coracdo, pulmdes, figado e baco. Este achado também foi observado com
freqiéncia nos demais grupos estudados, variando de intensidade leve a severa. De
acordo com JONES et al. (1997) e BOCCHI et al. (2009), a congestdo € um sinal
clinico comum em casos de insuficiéncia cardiaca, estando relacionada a baixa
capacidade do coracdo em manter a perfusdo sistémica adequada, promovendo um
conseqgliente aumento da pressdo venosa. Entretanto, no presente caso, pode-se
até inferir que o processo congestivo tenha aumentado em decorréncia da leséo
cardiaca produzida pela adrenalina, porém devido ao fato da mesma ter sido
observada nos animais do grupo controle, sem quaisquer indicio de cardiopatia,
deve-se atentar a outro motivo que possa ter causado o0 evento de congestédo
observado a luz da histopatologia, pressupondo-se 0 emprego da eutanasia por
técnica sem exanguinacao.

A andlise dos dados presentes na Tabela 13 permite concluir que os achados
histopatoldgicos entre os grupos experimentais sdo semelhantes variando apenas
em freqUiéncia e intensidade.

Avaliando-se de forma mais detalhada, pode-se perceber que, em geral, 0s
achados foram mais incidentes e de maior intensidade no grupo 3, quando
comparado aos demais grupos experimentais, seguido pelo grupo 4 e de forma
menos incidente e de menor intensidade em G2.

Dentre os achados de necropsia e histopatolégicos, chama-se a atencao
para alguns deles.

Em relacdo aos achados gerais, incluindo ascite, efusdes pleural e
pericardica e padrdo hepéatico rendilhado (figado em noz moscada), percebe-se que
todos estes foram menos frequientes e significativos no G2 quando comparado aos

demais grupos.
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Acerca do coracdo, os achados dignos de nota foram a hipertrofia e
degeneracdo dos cardiomidcitos, o infiltrado mononuclear e a fibrose miocardica,
sobretudo em ventriculo esquerdo.

A hipertrofia e degeneracéo dos cardiomiécitos foram observadas em 100%
dos animais estudados, independentemente de divisédo por grupo. O primeiro evento
esta associado ao aumento da atividade cardiaca e hipertensdo causados pela
adrenalina, com vistas a atender as demandas metabdlicas do organismo, conforme
documentado pela literatura (DIPALMA e MASCATELLO, 1951; LORELL e
GROSSMAN, 1987; RAWLINS et al., 2009). O segundo evento esta de acordo com
o descrito por RONA (1985), TODD et al. (1985) e JIANG e DOWNING (1990)
acerca da cardiotoxidade da adrenalina. RONA (1985) explica que esta
degeneracdo ocorre devido a deplecdo da reserva energética das células
miocéardicas causada pela adrenalina, levando a alteracdes celulares bioquimicas
complexas e alteracbes estruturais subsequentes, caracterizadas como
degeneracdo irreversivel ou necrose.

O infiltrado mononuclear foi observado de forma mais evidente no G2 quando
comparado aos demais grupos. Conforme descrito anteriormente, a presenca deste
infiltrado é comum e representa um processo inflamatério mediado por células
mononuclares permeadas em meio ao tecido cardiaco. Este evento inicia-se em até
10 horas apos a infusdo da adrenalina. Estas células promovem ndo somente uma
injuria tecidual em curto prazo, mas também sdo responsaveis por desenvolver
angiogénese e deposicéo de colageno futuramente. O avancar deste processo esta
associado ao desenvolvimento de tecido fibroso e lesBes cicatriciais a partir de
cerca de uma semana apoés o insulto inicial (VLEET e FERRANS, 1986; JIANG e
DOWNING, 1990; MUDERS et al., 1999; KANIA et al., 2009).

No presente estudo a fase terapéutica teve inicio sete dias apds a segunda
infusdo de adrenalina, o que representa que ja haveria um processo de fibrose
similar desencadeado de forma generalizada em todos os grupos estudados,
segundo a cronologia do processo de reparacdo tecidual descrito por VLEET e
FERRANS, (1986) e JIANG e DOWNING (1990). Ao término do experimento, cerca
de 20 dias ap6s a segunda infusdo de adrenalina foi possivel perceber que a
fibrose, de fato, evidenciou-se, corroborando as informagdes de MUDERS et al.
(1999) SATO et al. (1999) e ZHANG et al. (2010) de que esta pode demorar de uma

a duas semanas para ocorrer.
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Entretanto, a incidéncia e intensidade dessa fibrose miocardica variaram de
acordo com cada grupo estudado (Figura 17). O grupo 2 foi justamente o que
apresentou 0os menores indices quando comparado aos demais grupos. Este fato
pode ser explicado devido as caracteristicas farmacolégicas do protocolo utilizado.

Segundo PFEFFER e PFEFFER (1988), a utilizacdo dos inibidores da ECA
em modelos animais hipertensos e com insuficiéncia cardiaca promove nao apenas
os beneficios clinicos j& demonstrados desta classe de farmacos, mas também é
capaz de atenuar o remodelamento ventricular esquerdo, retardando o surgimento
de processos fibréticos no miocéardio. Entretanto, STRUTHERS (1995) demonstrou
gue embora a terapia com inibidores da ECA reduza de forma significativa os niveis
de aldosterona, estes voltam a elevar-se posteriormente mesmo com a manutencao
da terapia vasopressora, o que fora denominado “escape da aldosterona”. Esta
molécula, por sua vez, atuando sobre receptores miocardicos especificos, esta
associada a sintese de colageno e desenvolvimento de fibrose neste Orgao
(LAVIOLE et al. 2006). Desta forma, foi demonstrado que a associagdo de um
farmaco que atue bloqueando estes receptores especificos da aldosterona, como a
espironolactona, inibiria de forma ainda mais efetiva o processo de hipertrofia e
remodelamento cardiaco e a instauracéo do processo de fibrose (SATO et al., 1998;
SATO et al., 2002; GOINEAU et al., 2003).

Desta maneira, acredita-se que a combinacdo destes farmacos neste
experimento tenha retardado o desenvolvimento da fibrose miocardica, fato
corroborado, ainda, pela presenca de um maior infiltrado mononuclear, evento que
caracteriza um estagio mais inicial da lesdo miocardica em si.

Por fim, percebe-se que o grupo 3, que recebeu o pimobendan apresentou
um indice de fibrose miocéardica semelhante, embora um pouco mais elevado, que o
grupo doente nao tratado, entretanto com lesfes mais graves e extensas. Isto se
deve ao fato do emprego de um farmaco com caracteristicas inotrépicas bem
marcadas, que deve ser utilizada apenas em casos de insuficiéncia sistolica
(CHETBOUL et al., 2007; ATKINS et al., 2009, BOSWOOD, 2010), e nao diastdlica
como na presente pesquisa. Assim, acredita-se que seu uso tenha contribuido para
uma deplecéo ainda mais acentuada da reserva energética das células miocéardicas,
previamente esgotadas devido ao efeito intrinseco da adrenalina, promovendo

maiores lesdes miocardicas e fibrose.
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Figura 17 — Microscopia 6ptica de tecido cardiaco de animais sob diferentes tratamentos durante a

fase terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Em A, tratamento com enalapril
asociado a espironolactona: tecido conjuntivo fibroso localizado em regido subendocardica
(Tricrébmico de Gomori; Aumento 10x). Em B, tratamento pimobendan: tecido conjuntivo fibroso em
regido subendocardica avangando ao endocardio (Tricrdmico de Gomori; Aumento 10x). Em C,
animais nao tratados: tecido conjuntivo fibroso disperso por todo o endocardio (Tricrémico de Gomori;
Aumento 10x). Em D, grupo controle: auséncia de quaisquer indicios de tecido conjuntivo fibroso
(HE; Aumento 10x).

Os achados histopatoldgicos pulmonares mais marcantes incluem freqiientes
e extensas areas de atelectasias, enfisema e edema pulmonar, sendo este Ultimo
consideravelmente mais reduzido no G2, enquanto o0s demais achados
apresentaram-se de forma similar entre os trés grupos estudados (Figura 18). Todos
estes achados sdo comuns quando da utilizagdo de adrenalina em altas doses,
conforme demonstrado por diversos modelos animais de edema pulmonar induzido
pela adrenalina, incluindo ratos, coelhos e caes (HATAKEYAMA e SHIGEI, 1968;
WORTHEN et al.,, 1969a; CHENG et al.,, 1973). O mecanismo que leva a este

edema causado pela adrenalina inclui vasoconstricdo arterial e venosa promovendo
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desvio do sangue da circulacdo periférica para a pulmonar, aumento da pressao
capilar pulmonar, reducéo da pressao oncotica, alteracdo na permeabilidade capilar.
Esta combinagdo de eventos resulta em edema intersticial, alveolar, atelectasias,
hemorragias e invasao tecidual de células inflamatérias (WORTHEN et al., 1969b;
BERK et al., 1973; ISHIKAWA et al., 1975).

Em relacdo ao figado dos animais dos trés grupos, independentemente de
diferencas de tratamento, estes apresentavam caracteristicas histoldgicas
semelhantes, incluindo padrdo rendilhado, “figado em noz moscada”, e
degeneracdo centrolobular, além de uma congestdo bem marcada (Figura 18).
Segundo JONES et al. (1997) estes eventos sdo comuns em casos de congestao
em geral, sobretudo aqueles em virtude da insuficiéncia cardiaca congestiva.
Ademais, o processo degenerativo, além de ter como causa a congestao, também
parece ter envolvimento da lesdo tecidual toxica das catecolaminas descrito por
BINDOLI et al. (1992).

Outro importante achado histologico comum aos grupos estudados foi em
relacdo ao rim dos animais. Microscopicamente foram observadas alteracées como
congestéo, esclerose glomerular e processo inflamatorio, sem grandes diferencas
de frequéncia e intensidade entre os grupos (Figura 18). Segundo CAETANO e
PRAXEDES (1998) e CASTRO et al. (2010), a esclerose glomerular € um evento
comum em situacdes de insuficiéncia cardiaca e/ou hipertensdo essencial,
caracterizando um processo de insuficiéncia renal crénica. Esta ocorre por varios
mecanismos, dentre eles ocorréncia de isquemia glomerular devido ao progressivo
estreitamento vascular e esclerose glomerular propriamente dita, devido a perda da
auto-regulacdo renal e transmissdo da hipertensdo sistémica para o capilar
glomerular. Assim, o oOrgdo torna-se hipoperfundido e comeca a apresentar
alteracdes compativeis com um processo inflamatério e degenerativo tecidual.

Embora a literatura concorde com a informacdo de que a utilizacdo de
estratégias terapéuticas anti-hipertensivas, seja com um inibidor da ECA ou outras
classes de farmacos, possa promover renoprotecdo (RODICIO, 1996; BERNADET-
MONROZIES et al., 2002; KANAZAWA et al.,, 2004), esta situacdo nao foi
observada na presente pesquisa no grupo 2. Sugere-se que esta néo tenha ocorrido
devido ao fato do tipo de insuficiéncia cardiaca induzida neste caso ter sido de
forma aguda e através do emprego de um farmaco com caracteristicas de

toxicidade tecidual, sobretudo cardiaca, diferentemente do processo fisiopatolégico
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de instauracdo da insuficiéncia cardiaca adquirida por fatores naturais, o qual € um
processo lento e que progride para a leséo renal de forma menos agressiva, o0 que
possibilitaria, entdo, a conduta terapéutica objetivando a renoprotecao.

Assim como os demais 6rgédos, o intestino e o baco também apresentaram
regides de infiltrado mononuclear e em alguns casos estes 0rgdos também
apresentavam caracteristicas de degeneracdo. No baco estas alteracdes
encontravam-se dispersas por todo o tecido, enquanto no intestino apresentavam-se
mais na area submucosa. Tais achados sdo compativeis com aqueles descritos por
WILKES et al. (1963) em coelhos ap6s a administracdo de sucessivas doses de
adrenalina. Entretanto ndo perceberam-se diferencas histolégicas marcantes entre
0s grupos estudados, excetuando-se a presenca do edema de alca intestinal a
seguir descrito.

Avaliando-se de forma isolada os eventos efusivos, para tal considerando
ascite, efusdes pericardica e pleural, edema pulmonar e edema de alca intestinal,
nota-se que estes foram menos prevalentes nos animais do grupo 2 quando
comparado aos demais. Isto se deve novamente ao fato da utlizacdo da
espironolactona, que possui efeito diurético, associada ao enalapril, reduzindo de
forma conjunta a pré-carga (WILKES et al., 1963; SATO et al., 1999). Em oposicéo,
0 grupo 3 apresentou a maior incidéncia destas efusdes, presumivelmente em
decorréncia do efeito inotropico positivo do farmaco, aumentando a pds-carga, muito
embora haja o componente vasodilatador da droga, insuficiente nesta situacdo. Este
fato ratifica o maior ganho de peso nos animais deste grupo apresentado no item
4.3.

Nestas situacdes de insuficiéncia cardiaca congestiva em fase inicial, a
literatura preconiza apenas a utilizacdo de estratégias terapéuticas que visem a
reducdo da pré e pos-carga, como vasodilatadores (inibidores da ECA ou B-
bloqueadores) e diuréticos, com o emprego do pimobendan restrito a casos

especificos de emergéncias e insuficiéncia sistolica (ATKINS et al., 2009).
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Tabela 13 - Achados histopatoldgicos da fase terapéutica de modelo experimental de insuficiéncia cardiaca congestiva induzida por adrenalina em coelhos. Hospital
Veterinario/UENF, 2012.

Figura 18: Microscopia optica de diferentes tecidos animais dos grupos controle e experimental sob diferentes tratamentos
durante a fase terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Em A, tecido pulmonar de animal do grupo controle. Em A’,
tecido pulmonar de animal do G2, observando-se espessamento de septo alveolar, areas de atelectasia e enfisema. Em B, tecido
hepatico de animal do grupo controle. Em B’, tecido hepatico de animal do G3, observando-se degeneracao centrolobular, edema
e congestdo. Em C, tecido renal de animal do grupo controle. Em C’, tecido renal de animal do G2, observando-se congestdo e
esclerose glomerular. Em D, tecido intestinal de animal do grupo controle. Em D’, tecido intestinal de animal do G3, observando-
se grave edema na regido submucosa. (Todas as micrografias em HE; Aumento 20Xx).
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Achados histopatoldgicos e Freqliéncia e intensidade das les6es

necropsia
G2*n=5 G3*n=5 G4* n=4 G5
Absoluto  Relativo  Intensidade | Absoluto Relativo Intensidade | Absoluto Relativo Intensidade | Absoluto Relativo Intensidade
Ascite 1 20 * 4 80 ki 2 50 b 0 0 --
Gerais Efusdes pleural e pericardica 1 20 * 2 40 il 0 0 hid 0 0 -
Edema perivascular 1 20 * 2 40 * 1 25 * 0 0 --
Hipertrofia cardiomidcito 5 100 i 5 100 i 4 100 ok 0 0 --
Coracéao Fibrose 2 40 * 3 60 Fohk 2 50 *x 0 0 --
Infiltrado mononuclear 5 100 i 2 40 ** 3 75 *x 0 0 --
Congestéo 3 60 ** 3 60 ok 3 75 ok 2 50 **
Degeneragéo cardiomiécitos 5 100 bl 5 100 i 4 100 Fkk 0 0 -
Edema pulmonar 1 20 * 2 40 il 2 50 ** 0 0 -
Enfisema pulmonar 5 100 i 5 100 biaid 4 100 sl 0 0 --
Pulmdes Atelectasia 5 100 ok 5 100 ok 4 100 ok 0 0 --
Espessamento de septo alveolar 4 80 ok 4 80 *x 3 75 ** 0 0 --
Infiltrado mononuclear 5 100 ** 4 80 il 3 75 ** 0 0 -
Congestéo 4 80 ** 5 100 ok 2 50 e 3 75 ok
Congestéo 5 100 ok 5 100 o 4 100 o 2 50 **
Figado Degeneragéo centrolobular 5 100 Hkk 4 80 okk 4 100 okk 0 0 -
Edema 1 20 * 1 20 * 2 50 *x 0 0 --
Figado noz moscada 2 40 * 4 80 b 3 75 Fxk 0 -=
Congestéo 5 100 *x 5 100 rhk 4 100 *x 0 0 --
Rim Esclerose glomerular 3 60 ** 2 40 il 1 25 ** 0 0 -
Processo inflamatério 1 20 * 2 40 * 3 75 * 0 0 --
Bago Congestéo 3 60 *x 4 80 *x 3 75 *x 2 50 **
Processo inflamatério 1 20 * 1 20 * 1 25 * 0 0 --
Edema na regido submucosa 1 20 * 5 100 i 2 50 hid 0 0 -
Intestino Congestéo 2 40 * 1 20 * 1 25 * 0 0 --
Processo inflamatério 0 0 * 2 40 *x 2 50 * 0 0 --

Onde: * regides discretas e em pequeno nimero de observagdes; ** regides evidentes e freqiientes, *** regides acentuadas e observadas em grande nimero de animais.
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4.6.1. Peso cardiaco

Os resultados da avaliagédo do peso cardiaco dos animais (G2, G3, G4 e G5)

ao longo da fase terapéutica séo observados na Figura 19.
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Figura 19 — Comportamento da variavel peso cardiaco sob diferentes tratamentos durante a fase

terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Hospital Veterinario/lUENF, 2012.

Por meio da andalise de variancia para dados desbalanceados (GLM)
observou-se que o0 comportamento da variavel-resposta peso cardiaco foi
estatisticamente diferente entre os grupos estudados, ao nivel de p<0,05 de
significancia, entretanto estudando seu comportamento individualizado, estes
grupos nao mostraram diferencas significativas ao longo do tempo (Tabela 3).

Contudo, por meio de uma avaliacdo subsequiente por meio da regresséo
linear pode-se perceber claramente uma tendéncia de alteracdo nos valores da
variavel-resposta peso cardiaco no momento final do estudo em relagcdo ao
momento inicial da fase terapéutica.

Por meio da analise das equacdes de retas geradas pode-se perceber que 0s
grupos G2 e G3 apresentaram uma discreta e semelhante tendéncia de reducao
dos valores absolutos (y= -0,0452x + 9,0186 e y = -0,0549x + 9,0282,
respectivamente), enquanto o grupo G4 apresentou uma forte tendéncia de reducao
dos valores (y= -0,2339x + 9,2072). Em oposicado, percebe-se a forte tendéncia de
aumento dos valores absolutos do G5, onde y= 0,3117x + 4,0483.

A Figura 20 e a Tabela 14 permitem observar claramente o efeito do modelo

experimental sobre o peso cardiaco dos animais do grupo que recebeu a adrenalina
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em comparacao ao controle. Em T3 observa-se que a média de peso do grupo
experimental foi de 8,97+2,03g, contra 4,36+0,38g do grupo controle (Figura 19).

Figura 20 — Aspecto macroscoépico do coracdo de animal do grupo controle (direita) e de animal do

grupo experimental (esquerda) em T3. Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Tabela 14 — Peso cardiaco médio de animais em modelo experimental de insuficiéncia cardiaca

congestiva induzida por adrenalina em coelhos. Hospital Veterinario/UENF, 2012.

Peso cardiaco (g)
G2 G3 G4 G5
MEDIAS / T3 8,98 8,98 8,98 4,36
MEDIAS / T9 8,64 8,70 7,57 6,23

Esta informacéo é corroborada por VERKERK et al (2009) e VILARINHO et
al. (2010), que afirmam por meio de seus estudos em coelhos com insuficiéncia
cardiaca induzida experimentalmente apresentam aumento de massa cardiaca nos
momentos iniciais a instauracdo da enfermidade, sobretudo aumento de massa
ventricular.

Ao final do experimento estes valores sofreram pequenas alteracdes no
grupo experimental, tendo o G2 passado ao peso de 8,649, o G3 para 8,70g e o G4
para 7,57g. estas foram alteracBes nao significativas pelo teste T para dados nao
pareados, com p<0,05. J& o G5 apresentou uma maior amplitude de variacdo
estatisticamente significativa pelo mesmo teste T, elevando-se para 6,23g.

De acordo com a literatura, o peso cardiaco de coelhos sadios pode
apresentar pequenas variagbes segundo a raca estudada e a idade do animal. A
primeira descricdo destes valores observada na literatura disponivel data da década
de 1920, quando BROWN et al. (1925) apresentaram um estudo do peso de
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diferentes o6rgdos de 350 coelhos de diferentes racas e idades. Neste estudo,
apresentam um valor médio de 5,26g. PATEL e RAMAKRISHNAN (1968)
descreveram este valor normal em 3,63g, entretanto também n&o especificaram a
raca do coelho empregado em seu estudo. CIMINI e WEISS (1990) empregaram
coelhos Nova Zelandia de mesma idade, porém nao informada, em seus estudos
sobre hipertrofia cardiaca induzida e seu valor médio de base foi de 6,389 para esta
racga.

BROWN et al. (1925) e PATEL e RAMAKRISHNAN (1968) relatam, ainda,
gue em condi¢cdes normais o peso cardiaco esta relacionado ao peso corporal, o
gue corrobora os achados na presente pesquisa para o G5, onde percebe-se um
aumento tanto de peso corporal quanto de peso cardiaco ao longo do experimento
(Figura 21).

O mesmo comportamento de dependéncia entre as variaveis se aplica ao G4,
onde ao longo do tempo se observou uma perda de peso cardiaco associada a
perda de peso corporal (Figura 21).

Neste caso, em relacdo a perda de peso cardiaco observada no G4, esta
estd diretamente relacionada a evolugdo do quadro de insuficiéncia e
remodelamento cardiaco, conforme descrito por HAGGSTROM et al. (2008) e
MONTERA et al., (2009), onde corac¢des inicialmente hipertrofiados tendem a iniciar
um processo de perda de massa cardiaca.

Em relacdo aos grupos G2 e G3, observou-se que estes apresentaram
comportamento similar ao final do experimento, com uma discreta reducdo destes
em T9 quando comparados a T3. Em ambos os casos houve uma relacao inversa
entre as variaveis-resposta peso corporal e peso cardiaco, com aumento do peso
corporal em ambos o0s grupos e pequena perda de massa cardiaca, mais
evidenciada em G2.

Embora sejam nitidos neste experimento e bem descritos na literatura os
beneficios clinicos de ambos os farmacos utilizados para o controle da insuficiéncia
cardiaca (FUENTES et al., 2002; KVART et al., 2002; FUENTES, 2004;
POUCHELON et al., 2008.; ATKINSON et al., 2009), sobretudo permitindo o ganho
de peso dos animais, estes protocolos ndao impediram a perda de massa cardiaca
dos animais destes grupos, porém foram importantes retardando-as quando

comparadas ao G4.
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Especificamente no G2, acredita-se que uma justificativa coerente pare este
achado seja o fato dos inibidores da ECA previnem néo apenas o desenvolvimento
de hipertrofia cardiaca, mas também promovem a sua regressdo em modelos
animais hipertensos como descrito por SEIXAS-CAMBAO e LEITE MOREIRA
(2009). Sugere-se, ainda, que esta perda esteja ndo apenas relacionada as
respostas celulares da lesdo cardiaca em si, mas também relacionada ao efeito do
enalapril promovendo perda de peso ao longo do tempo em individuos tratados com
este farmaco, conforme proposto por MASUO et al., 2001; SANTOS et al. 2008;
SANTOS et al., 2009. JA no G3, além da resposta fisiologica ao dano celular
cardiaco, acredita-se que a perda de peso cardiaco possa estar relacionada
também ao fato desta droga promover um aumento da severidade de algumas
lesbes cardiacas, produzindo esclerose celular, conforme observado por
CHETBOUL et el. (2007).
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Figura 21 — Interacdo entre as varidveis peso corporal e peso cardiaco sob diferentes tratamentos
durante a fase terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Hospital Veterinario/lUENF,
2012.

4.6.2. Morfometria das fibras miocardicas
Os resultados da avaliacdo da morfometria das fibras miocardicas dos

animais (G2, G3, G4 e Gb5) ao longo da fase terapéutica séo observados na Figura
22.
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Figura 22 - Comportamento da variavel morfometria das fibras miocéardicas sob diferentes
tratamentos durante a fase terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Hospital
Veterinario/lUENF, 2012.

Através da analise de variancia para dados desbalanceados (GLM) observou-
se que o comportamento da variavel-resposta morfometria das fibras cardiacas foi
estatisticamente diferente entre os grupos estudados, ao nivel de p<0,05 de
significancia, entretanto estudando seu comportamento individualizado, estes
grupos nao mostraram diferencas significativas ao longo do tempo (Tabela 13).

Neste caso, embora ndo seja viavel a aplicacdo da regressao linear, pode-se
perceber novamente uma tendéncia de elevacdo dos valores da variavel-resposta
em questdo no momento final do estudo em relacdo ao momento inicial da fase
terapéutica. Este fato foi observado para os trés grupos experimentais, enquanto o
grupo controle ndo apresentou qualquer tendéncia de variacao significativa.

Em relacdo aos trés grupos experimentais, observa-se que a tendéncia de
comportamento nestes foi bastante similar, evento diferente daquele observado em
relacdo ao grupo controle, onde ocorreu uma tendéncia de manutencao nos valores
da varidvel resposta morfometria das fibras miocéardicas. Os grupos 2, 3 e 4
apresentaram uma elevacédo, estatisticamente significativa pelo teste T para dados
ndo pareados, de 23,64um para 27,74um, 26,70um e 26,62um, respectivamente,
gerando uma hipertrofia miocardica concéntrica, enquanto o G5 apresentou uma
discreta variagdo, nao significativa pelo mesmo teste T, de 19,07um para 19,21um

ao final da fase terapéutica.
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E importante ressaltar que a literatura disponivel € extremamente escassa
em termos de informacdes a este respeito, sendo o valor de normalidade para os
cardiomiécitos ventriculares de coelhos adultos e sadios descrito apenas por
NOSZCZYK-NOWAK et al. (2009), com um valor médio aproximado de 20,45um,
bastante préximo aquele observado neste experimento no grupo controle.

Ao compararem-se pontualmente os valores do grupo experimental com os
valores do grupo controle, seja em T3 ou T5, percebe-se que em ambos os tempos
os valores da morfometria dos cardiomiécitos sdo maiores no grupo experimental.
Segundo RONA (1985) e MUDERS et al. (1999) este € um achado classico e
esperado, visto conhecido efeito da adrenalina de induzir hipercontratilidade das
fiboras musculares cardiacas, através das suas acdes inotrOpicas e cronotrépicas
bem estudadas.

Por fim, efetuando-se uma anéalise comparando-se apenas 0s animais do
grupo experimental, percebe-se que estes apresentaram comportamento e valores
similares ao longo do tempo, e especificamente em T9, os resultados observados
permitem inferir que as drogas empregadas em cada grupo nao produziram
gualquer efeito sobre esta variavel-resposta.

Em outra andlise, confrontando-se os dados obtidos para a morfometria
versus peso cardiaco, pode-se estimar graficamente o comportamento de um em

funcao do outro, conforme ilustrado na Figura 23.
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Figura 23 - Interacdo entre as varidveis morfometria e peso cardiaco sob diferentes tratamentos
durante a fase terapéutica de coelhos com IC induzida pela adrenalina. Hospital Veterinario/UENF,
2012.
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Embora um modelo matematico/estatistico ndo possa ser aplicado neste
caso para tentativa de uma analise de correlagdo, pode-se perceber nitidamente na
Figura 23 que ha um padréo de resposta bem definido entre as variaveis.

O grupo controle (G5) apresenta uma tendéncia positiva de interacao entre
as variaveis, o que ocorre de forma fisiolégica. Neste caso, quanto maior o volume e
espessura das fibras cardiacas, maior o peso do coragéo.

Por outro lado, o grupo experimental observa uma tendéncia inversa, com
discreta perda de peso cardiaco associado a um incremento nos valores de
morfometria ao longo do tempo. A primeira luz, este resultado soa de forma
controversa, entretanto RONA (1985), TODD et al. (1985), JIANG e DOWNING
(1990), MUDERS et al., (1999) sdo unanimes ao relatarem que o modelo de
insuficiéncia cardiaca congestiva induzida por adrenalina causa, além de hipertrofia
dos cardiomidcitos, danos severos ao miocardio, promovendo morte tecidual, perda
de células miocardicas, proliferacdo de tecido de reparacao, sobretudo fibroso, além
de poder causar congestdo e hemorragia, eventos observados no presente estudo.
Embora a hipertrofia muscular esteja presente, associa-se a esta a perda de tecido
contratil especializado, com areas onde ha uma substituicdo por um tecido de
reparacdo, o que justifica a relativa perda de peso cardiaco em detrimento a
hipertrofia dos cardiomidcitos. Esta perda celular esta evidenciada na presente
pesquisa em todos o0s grupos experimentais (G2, G3 e G4), e mostra-se ainda mais
pronunciada na andlise de tendéncia do G4 (doentes nao tratados) quando
comparada aos demais grupos experimentais tratados. Este achado permite inferir
gue os protocolos enalapril/espironolactona e pimobendan desempenharam efeitos
similares sobre esta variavel-resposta.

Este evento € justamente o oposto ao que ocorre em casos de hipertrofia
muscular cardiaca em atletas. Nestes casos, ocorre hipertrofia da célula miocardica
e aumento da massa ventricular. Embora haja um componente adrenérgico
enddgeno, este é um evento controlado que permite uma adaptacdo cardiovascular
para proporcionar um grande e sustentado débito cardiaco, afim de proporcionar um
suprimento de oxigénio aos tecidos para a glicolise aerdbica (RAWLINS et al.,
2009), isento das caracteristicas cardiotoxicas da administracdo exdgena de

adrenalina em altas doses.
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CONCLUSOES

» A adaptacdo do modelo experimental cardiomiopatia catecolaminérgica
mostrou-se eficiente para o desenvolvimento clinico e laboratorial da

insuficiéncia cardiaca congestiva em coelhos;

» Os resultados clinicos revelam que os animais tratados com enalapril

associado a espironolactona apresentaram melhoria clinica superior

agueles tratados com pimobendam;

» Os biomarcadores utilizados (Enzima Conversora de Angiotensina |,
Peptideo Natriurético Atrial e Proteina C Reativa) séo viaveis e eficientes
no diagnostico e acompanhamento terapéutico da insuficiéncia cardiaca

induzida pela adrenalina;

» O modelo de cardiopatia catecolaminérgica desencadeou o aparecimento

de diferentes arritmias cardiacas, incluindo arritmias fatais;

» As arritmias cardiacas sdo de menor intensidade em animais tratados com
enalapril associado a espironolactona quando comparado aos demais

grupos;

> As lesOes teciduais sdo menos evidentes em animais tratados com

associacao do enalapril associado a espironolactona;

» A associacao do enalapril com a espironolactona € eficiente no retardo da
progressdo da fibrose de miocardio em coelhos com miocardiopatia

catecolaminérgica;

» O protocolo terapéutico composto pelo Enalaprii associado a
espironolactona € superior aquele composto pelo pimobendan em
monoterapia em coelhos com insuficiéncia cardiaca secundaria a

miocardiopatia catecolaminérgica.
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