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OBJETIVO

Comparar as alteragdes estruturais cardiacas em modelos
experimentais de sobrecarga de pressao e de volume.

MErobos

Foram analisados ratos com hipertensao renovascular
(HRV, n = 8), normotensos com sobrecarga de volume
por fistula aortocava (FAV, n = 10) e animais controles
(CONT, n = 8). Apbs quatro semanas, registrou-se a
pressao arterial caudal (PAS) e obtiveram-se os pesos
dos ventriculos direito (PVD) e esquerdo (PVE). Em
cortes histologicos, foram medidas as areas seccionais
dos midcitos (AM), a espessura da parede do VE (E), o
didmetro da cavidade (DVE), a relagdo E/DVE, e a fracéo de
colageno (CVF). As comparagodes foram feitas pela ANOVA
e teste de Tukey para nivel de significancia de 5%.

ResuLTADOS

A PAS (mmHg) foi maior no grupo HRV (HRV = 187
+ 22; CONT = 125 = 10; FAV = 122 = 6, p < 0,05).
A hipertrofia do VE foi observada nos grupos HRV e FAV.
O grupo FAV apresentou aumento significante do DVE,
comparado ao CONT e HRV. As espessuras absoluta e
normalizada da parede ventricular foram semelhantes
entre os grupos. Houve aumento significante do CVF no
grupo HRV em relagédo aos grupos CONT e FAV.

ConcLusAO

A sobrecarga de volume causa padrao distinto
de remodelagao cardiaca, quando comparada com
aquela decorrente da hipertensao arterial, sugerindo
que as implicacoes funcionais de cada padrao nao sao
intercambiaveis.

PALAVRAS-CHAVE

hipertensao renovascular, fistula artocava, colageno,
hipertrofia ventricular

OBJECTIVE

To compare cardiac structural changes in experimental
pressure and volume overload models.

METHODS

The study analysis included renovascular hypertensive
rats (RVH, n=8), normotensive rats with volume overload
caused by an aortocaval fistula (ACF, n=10) and control
rats (CONT, n=8). After four weeks, tail cuff blood
pressure (SBP) was recorded. Rats were killed, the
hearts were excised and the right and left ventricles
(RV&LV) were weighed (RVW&LVW). Using histological
sections, myocyte cross sectional areas (MA). LV wall
thickness (LVYWT) LV cavity diameter (LVD), normalized
LVYWT (LVWT/LVD) and collagen volume fraction (CVF)
were measured. The comparisons were made using the
ANOVA and Tukey test for a significance level of 5%.

REsuLTs

Tail cuff blood pressure (mmHg) was higher in the
RVH group (RVH = 187 = 22; CONT = 125 =+ 10; ACF
= 122 + 6, p<0.05). LV hypertrophy was observed in
the RVH and ACF groups. The ACF group presented a
significant increase in size of LVD, compared to CONT
and RVH. The absolute and normalized ventricular wall
thickness were similar among the groups. The RVH group
presented a significant increase in CVF compared to
CONT group and ACF group.

ConcLusion

Cardiac remodeling patterns following volume or pressure
overload are distinct, suggesting that their implications on
ventricular dysfunction are not interchangeable.

KEy worbDs

Renovascular hypertension, aortocaval fistula,
collagen, ventricular hypertrophy
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O coracao e composto, fundamentalmente, por
midcitos, vasos e matriz intersticial colagena. Esses
trés compartimentos, em equilibrio, contribuem para a
manutencao da forma e da funcéo cardiaca. Alteracoes nas
composicoes desses compartimentos refletem o processo
de remodelacdo miocardica que esta intimamente
associado com a disfuncao cardiaca. Essa remodelagao
ocorre em resposta a estimulos desencadeados por
agentes mecanicos ou humorais sobre o tecido cardiaco!
3. Na pratica clinica, observa-se hipertrofia mais
freqlientemente associada a sobrecarga hemodinamica
imposta por hipertensao arterial ou aumento de volume.
Na sobrecarga de pressao ha estimulo para sintese de
sarcomeros em paralelo com aumento da espessura da
parede ventricular, sendo esse fendmeno denominado
de hipertrofia concéntrica. Na sobrecarga de volume
ocorre aumento de sarcémeros em série, associado
ao deslizamento de feixes de midcitos, resultando em
hipertrofia excéntrica. A hipertrofia cardiaca, quando
presente, constitui fator independente de maior
morbidade e mortalidade por eventos cardiovasculares*®.
No entanto, essa associacdo é mais estudada e esta mais
bem estabelecida na sobrecarga cronica de pressao,
principalmente na hipertensao arterial sistémica®.

Nessa condigao, é descrito que o aumento
desproporcional da matriz intersticial colagena pode
ocasionar disfungdo miocéardica pela diminuicao da
complacéncia ventricular, bem como pela modificagcao
da geometria cardiaca’. Além disso, o crescimento
nao-proporcional da densidade de vasos ocasiona
diminuigao da reserva coronariana, com potencial
deficiéncia de oxigenacao e de nutrientes para o midécito,
determinando disfungao ventricular. Assim, o aumento
do colageno intersticial miocardico, associado ou nao
a isquemia relativa, é o principal eventos que promove
disfuncao miocardica, notadamente a disfuncao diastélica
observada na hipertrofia cardiaca!®. As conseqiiéncias da
hipertrofia secundéria a sobrecarga de volume, contudo,
sao menos estudadas. Na sobrecarga secundaria a fistula
arteriovenosa pesquisadores observaram a manutengdo
na quantidade de colageno intersticial®. Nesse modelo
experimental ha descricao de fibrose miocérdica apenas
quando a insuficiéncia cardiaca se manifestal®.

Considerando-se os diferentes padroes de remodelacao
cardiaca em resposta aos diferentes estimulos de
sobrecarga hemodindmica, o objetivo do trabalho foi
comparar as modificagdes estruturais cardiacas em
modelos de sobrecargas de volume e de pressao.

METobos

O protocolo experimental foi submetido a apreciacéo
do Comité de Etica Pesquisa Animal da nossa instituicao,
sendo aprovado sob protocolo nimero 187/2001.

Ratos machos da raca wistar, com pesos entre 250 e
300 g, foram utilizados no estudo. Animais selecionados

aleatoriamente foram anestesiados com pentobarbital
sédico (50 mg/kg, i.p.) e submetidos a laparotomia
mediana, com exposicdo da aorta e ramos da artéria
renal. A artéria renal esquerda foi dissecada para a
colocagao de um clipe de prata medindo 7 x 1 mm e
abertura de 0,35 mm. O fechamento da sua porcao
distal garantiu a fixacao do clipe na posicao desejada e
induziu isquemia renal unilateral. A seguir, a cavidade
abdominal foi fechada por planos, com sutura continua,
utilizando-se fio de algodao 10. Qito ratos sobreviventes
formaram o grupo experimental com hipertensao arterial
renovascular (HRV).

Outros animais, de mesmo sexo e peso, também
selecionados aleatoriamente, foram anestesiados da
forma descrita e submetidos a laparotomia mediana para
a criacao da fistula aortocava infra-renal. O procedimento
foi 0 mesmo descrito por Garcia & Diebold!! e constituiu
na disseccao da aorta abdominal e da veia cava inferior,
a partir da artéria renal até a origem das artérias iliacas.
A seguir, os vasos foram ocluidos por meio de clipe
vascular, logo abaixo da artéria renal, e a parede anterior
da aorta foi perfurada com uma agulha calibre 16G, com
1,5 mm de diametro externo. A agulha avancou cerca de
1 cm no interior da aorta e transfixou a parede mediana
do vaso, alcancando a veia cava, permitindo a abertura
de fistula aortocava. Apds a retirada da agulha, o orificio
da puncao original foi ocluido com uma gota de cola de
cianoacrilato. Em seguida, retirou-se o clipe vascular
para restabelecimento do fluxo sangiiineo, tomando-se o
cuidado de verificar a paténcia da fistula pela visualizagéo
do fluxo arterial no interior da veia, por transparéncia. A
cavidade abdominal foi fechada com sutura continua, por
planos, com fio de algodao 10. Dez animais sobreviventes
compuseram o grupo experimental com sobrecarga de
volume (FAV).

Oito ratos de mesma raca, sexo e idade, nao
submetidos a cirurgia, foram utilizados como controles
(CONT). Os animais foram alojados em gaiolas, em grupos
de dois ou trés, e colocados em biotério com ciclo de luz
de doze horas e controle de temperatura e umidade. Os
ratos receberam dieta padréo e agua ad libitum.

Os grupos experimentais e os controles foram
estudados apés quatro semanas de evolugéo. Procedeu-
se a medida da pressao arterial caudal, por meio de
esfigmomanometro automatico (Narco BioSystem,
Austin, Texas, USA). A seguir, os ratos foram anestesiados
com pentobarbital sédio (50 mg/kg, i.p) e submetidos
a toracotomia mediana. O coracao foi retirado e os
ventriculos separados e pesados.

Estudo morfolégico - Seccbes coronais de
aproximadamente 3 mm de espessura, obtidas a 5 mm
da ponta dos ventriculos, foram fixados em solucao
tamponada de formol a 10%, por periodo de 48 horas,
seguido de igual periodo de imersao em solugao de alcool
a 70%. Apds a fixagéo, os tecidos foram inclusos em
blocos de parafina. Cortes histoldgicos de 4 micras foram
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corados em Hematoxilina-Eosina (HE) ou Masson, e cortes
histolégicos de 6 micras foram corados pelo Picro Sirius
red, especifico para colageno. As areas de seccao tranversa
dos miécitos foram medidas nos cortes corados pela HE
ou pelo Masson, empregando-se o microscépio LEICA
DM LS, acoplado a camara de video e computador IBM
compativel, dotado do programa de anélise de imagens
Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring,
Maryland, USA). Foram analisadas cinqglienta a setenta
células por laminas. As células foram selecionadas tendo-
se como critério a secgéo transversa, isto é, apresentando
a forma redonda, e localizadas na camada subendocardica
da parede muscular do ventriculo esquerdo (VE) e do
ventriculo direito (VD). Esse cuidado visou uniformizar,
ao maximo, o conjunto de midcitos dos diferentes grupos.
As &reas médias obtidas para cada grupo foram utilizadas
como indicador de tamanho celular.

As laminas coradas pelo Picro Sirius red foram
utilizadas para a quantificacdo da fracdo de colageno
intersticial, por meio de videodensitometria. Imagens do
tecido cardiaco foram capturadas e analisadas, utilizando-
se 0 mesmo sistema descrito anteriormente. Os elementos
do tecido cardiaco foram identificados de acordo com
os niveis de cores. Assim, as fibras coldgenas foram
visualizadas em vermelho e os mid6citos em amarelo.
O volume de fracao do coladgeno (CVF) foi calculado
automaticamente e correspondeu a soma das areas de
colageno dividida pela soma da area de tecido colageno
e a area do midcito. Em média, foram analisados trinta
campos, utilizando-se a objetiva com magnificacao de
40X. O colageno perivascular foi excluido da anélise.

A remodelacao da camara ventricular foi avaliada nas
laminas coradas pelo HE, medindo-se o diametro da
cavidade ventricular esquerda (DVE) de cada coragao
e a espessura da parede miocéardica (E) e calculando-
se a relagdo entre a espessura da parede e o diametro
ventricular (E/DVE).

Anélise estatistica - As variaveis foram apresentadas
como médias e desvios padrao e as comparacoes entre os

grupos foram efetuadas pela analise de variancia (ANOVA),
seguidas de teste de comparacoes multiplas de Tukey. As
analises foram efetuadas por meio de pacote estatistico
SigmaStat for Windows, versao 2.03 (SPSS, San Raphel,
CA, USA), admitindo-se nivel de significancia de 5%.

REesuLTADOS

As médias e desvios-padrao das varidveis estudadas
estdo mostrados na tabela 1. Nao foram observadas
diferencas nos pesos corporais (PC) entre os grupos
estudados. A pressao arterial sistélica caudal foi
significativamente maior no grupo HRV, em relacao aos
grupos CONT e FAV (fig.1). Apds quatro semanas de
sobrecarga de pressao (grupo HRV) e de volume (grupo
FAV), observaram-se graus semelhantes de hipertrofia
do VE, avaliada pelas variaveis: peso do VE (PVE),
peso do ventriculo corrigido pelo peso corporal (VE/PC)
e darea transversa dos midcitos (AM-VE). No modelo de
sobrecarga de volume (FAV) houve aumento do peso do
ventriculo direito (PVD), peso do VD corrigido pelo peso
corporal (VD/PC) e area transversa do midcito do VD, em
relagao aos grupos CONT e HRV. Os grupos CONT e HRV
foram comparaveis entre si quanto ao tamanho do VD.

0 grupo HRV mostrou aumento da fragdo de colageno
(CVF), quando comparado aos grupos CONT e FAV
(fig.2). A espessura da parede ventricular esquerda
foi estatisticamente semelhante nos trés grupos
experimentais. O didametro da cavidade do VE (DVE)
foi significativamente maior no grupo FAV em relagdo
aos demais grupos estudados. A espessura da parede
do ventriculo esquerdo (E) e a relagao E/DVE foram
comparaveis nos trés grupos estudados.

DiscussAo

O presente estudo teve como objetivo comparar a
remodelacdo cardiaca secundaria a sobrecarga cronica
de volume com aquela mais estudada, associada a
sobrecarga de pressao.

Tabela 1 — Médias e desvios-padrao das variaveis estudadas nos grupos de ratos com hipertensao

renovascular (HRV), com fistula arteriovenosa (FAV) e controle (CONT)

Variavel CONT (n = 8)
PC (g) 319 + 22
PVE (g) 0,63 = 0,04
PVD (g) 0,21 £ 0,03
PVE/PC (mg/g) 1,97 £ 0,2
PVD/PC (mg/g) 0,66 = 0,1
AM-VE (u?) 157 £ 5
AM-VD (u?) 153 + 12

E (mm) 2,86 = 0,91
DVE (mm) 7,49 + 0,49
E/DVE 0,38 = 0,11

HRV (n = 8) FAV (n = 10)
305 + 22 331 £ 29
0,77 = 0,06* 0,84 £ 0,11*
0,21 = 0,01 0,34 + 0,05%#
2,53 +0,17* 2,54 +0,31*
0,69 + 0,04 1,02 + 0,15%#
191 + 4* 208 + 23*
161 = 10 200 = 17*#
3,17 £ 0,72 3,28 + 0,95
7,68 = 0,59 8,94 + 0,70*#
0,41 = 0,08 0,37 £ 0,10

PC- peso corporal; PVE- peso do ventriculo esquerdo; PVD- peso do ventriculo direito; PVE/PC e PVD/PC- pesos dos ventriculos normalizados pelo
peso corporal; AM- drea celular do miécito; E- espessura da parede do VE; DVE- didmetro da cavidade do VE; E/DVE- relacdo espessura da parede
e didmetro da cavidade do VE; * p< 0,05 x CONT; # p< 0,05 x HRV (ANOVA seguido pelo teste de comparagées multiplas de Tukey)
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Fig. 1 — Representacgdo grafica das médias e desvios-padrdo da
pressédo arterial sistélica caudal, em grupos de ratos com hipertenséo
arterial renovascular (HRV), fistula aortocava (FAV) e controle (CONT).
Analisado pela ANOVA, seguido pelo teste de Tukey

No modelo de sobrecarga de pressao, a hipertrofia
ventricular esquerda foi evidenciada pelos vérios
indicadores analisados. Houve crescimento significativo
da area seccional dos midcitos do ventriculo esquerdo e da
massa muscular em relacao ao grupo controle. No entanto,
0 aumento nao-significativo da espessura da parede e da
cavidade ventricular com manutencao da relacao E/DVE,
no grupo HRYV, sugere que a hipertrofia ainda estava
em desenvolvimento, sem modificacao na geometria da
camara ventricular para o padrao concéntrico. Portanto,
¢ plausivel supor que, nesse periodo, o aumento da pds-
carga, nos animais hipertensos, nao estava totalmente
compensada pela hipertrofia em desenvolvimento.
Entretanto, a auséncia de hipertrofia ventricular direita,
nesse grupo experimental, sugere que o crescimento
celular miocitico é mais dependente do estimulo mecanico
do que da agéo tréfica da angiotensina. Esse resultado
esta em acordo com outros autores que avaliaram
modelo semelhante!?. Sabe-se que a isquemia renal
unilateral (modelo 2 rins, 1 clip de Goldblatt) € modelo
experimental de hipertensao renovascular em que a
ativacao do sistema renina-angiotensina-aldosterona
desempenha papel essencial na génese da hipertensao
arterial'3, da hipertrofia e fibrose intersticial miocardica',
bem como da remodelacao vascular!®. Sharifi e cols.'®
observaram aumento de atividade da enzima de
conversao da angiotensina tanto no plasma como no
tecido cardiaco de ratos com hipertensao renovascular
com duas e doze semanas de evolucao e concluiram
gue o aumento de atividade da enzima conversora da
angiotensina tecidual tem papel importante nas alteracoes
de drgao-alvo nesse modelo experimental. Portanto,
sao considerados relevantes tanto os efeitos mecanicos
da sobrecarga pressorica como os efeitos humorais da
ativacdo do sistema renina-angiotensina local e sistémico,
na modulacao da remodelagdo ventricular

A fibrose intersticial miocardica foi evidenciada

no grupo HRV em relacao ao grupo CONT. Esse
resultado foi previamente descrito por ndés® e por outros

Fig. 2 — Representagao gréfica das médias e desvios-padrao fracao
de colageno intersticial (CVF), em grupos de ratos com hipertensdo
arterial renovascular (HRV), fistula aortocava (FAV) e controle (CONT).
Analisado pela ANOVA, seguido pelo teste de Tukey

pesquisadores!’18, Esse componente da remodelagédo
cardiaca seria decorrente de estimulagao do fibroblasto
para sintese de colageno, em resposta a fatores humorais
diversos!”1%20 e necrose celular?!.

Os ratos submetidos a fistula aortocava apresentaram
padrao de hipertrofia distinto daquele observado nos ratos
hipertensos. A area celular do miécito, peso do ventriculo
(PVD) e peso do ventriculo direito normalizado para o
peso corporal (PVD/PC) do grupo FAV foram maiores que
nos grupos CONT e HRYV, caracterizando hipertrofia do
VD secundéria a sobrecarga volumétrica. O estiramento
diastélico do miécito seria o principal estimulo local a
hipertrofia no VD. No entanto, ha evidéncia de aumento
de pressao arterial na arvore pulmonar em conseqliéncia
de aumento da volemia®?. Assim, ha que considerar
que o estimulo para a hipertrofia ventricular direita,
na presenca de fistula aortocava, seria multifatorial
com estiramento do miécito dependente do aumento
de volemia e sobrecarga de pressao na circulacao
pulmonar?®?. A sobrecarga volumétrica, independente de
estimulagao neuro-hormonal, desencadeia maior sintese
de sarcomeros. Como conseqliéncia, ha aumento da
massa ventricular e da capacidade de gerar forga. Liu e
cols.??, estudando modelo semelhante, mostraram que
0 aumento do midcito ocorre tanto em sua largura como
em seu comprimento, o que contribui para manutencao
da forma muscular. Numa fase compensada, esse
crescimento proporciona a manutencao da geometria
da camara, sem dilatacdo ventricular. Posteriormente,
quando se esgota a capacidade do musculo em se
hipertrofiar € que ocorre aumento desproporcional do raio
da cavidade e evolugao para insuficiéncia cardiaca®.

No presente estudo, a relagédo E/DVE néo foi diferente
em relagdo aos outros dois grupos, sugerindo que no
periodo de quatro semanas de experimento, a hipertrofia
excéntrica ainda é compensada. Isto é, o aumento do
diametro da cavidade é acompanhado de crescimento
proporcional da espessura da parede. Esse estagio da
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remodelacao permite a manutencao da tensao parietal
com preservacédo do desempenho cardiaco, apesar da
sobrecarga hemodinamica.

A matriz intersticial colagena também é objeto de estudo
da remodelagdo na sobrecarga de volume secundéria a
fistula artocava. Sabe-se que a quantidade de colageno
intersticial € dependente da interagéo entre o processo de
sintese e de degradacao da proteina. A sobrecarga pressorica
e o estimulo humoral da angiotensina Il sdo os principais
agentes estimuladores para a sintese de colageno, enquanto
o0 estiramento muscular imposto pela sobrecarga de volume
favorece a sua degradag@o?*, num processo provavelmente
envolvendo a degranulag@o de mastocitos?.

Apbs a realizagao da fistula aortocava, as metaloproteases
sao rapidamente ativadas e mantém-se significantemente
elevadas nos cinco dias subseqlientes, e retornam as
condicoes basais em quatorze dias?. Concomitantemente
ao aumento da atividade das metaloproteases, ha
diminuicéo significante da matriz intersticial colagena?*.
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quantidade de colageno intersticial no grupo FAV, sugerindo
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degradacéo e sintese da matriz intersticial. A implicagao
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