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Participacido do Estado Contratil e do Relaxamento
Miocardico na Disfuncio Ventricular durante a Transicao
Hipertrofia-Faléncia Cardiaca
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Marina P. Okoshi, Oscar H. L. Bing

Botucatu, SP e Boston, USA

Objetivo - Avaliar a participagdo do estado contrdtil
e do relaxamento miocdrdico na disfung¢do do miisculo
cardiaco durante a transigdo hipertrofia-faléncia cardia-
ca em ratos espontaneamente hipertensos (SHR).

Métodos - Miisculos papilares isolados do ventriculo
esquerdo de SHR com insuficiéncia cardiaca (SHR-IC) e
sem faléncia cardiaca (SHR) e de ratos normotensos con-
trole Wistar-Kyoto (WKY) foram estudados em contragoes
isométrica e isotonica, em solucdo de Krebs-Henseleit
(1,25 mM Ca?*, 28°C).

Resultados - Os valores da tensdo mdxima desenvol-
vida (TD) e da velocidade mdxima de encurtamento (V)
foram menores nos SHR-IC e SHR, em relacdo aos WKY
(p<0,05).TD eV foram semelhantesnos SHR-IC e SHR
(p>0,05). A rigidez passiva do miisculo aumentou signi-
ficantemente nos SHR-IC (p<0,05 vs WKY e SHR); esta
varidvel ndo diferiu entre WKY e SHR (p>0,05).

Conclusdo - Os dados obtidos mostram que a transi-
¢do dafase de hipertrofia estdvel para insuficiéncia cardi-
aca nos ratos espontaneamente hipertensos estd associa-
da ao aumento da rigidez passiva do miocdrdio e ndo a
piora da fungdo contrdtil do misculo cardiaco.

Palavras-chave: hipertrofia, insuficiéncia cardiaca, fun-
¢do miocdrdica

Myocardial Function during the Transition
from Compensated Left Ventricular Hyper-
trophy to Failure

Purpose - To investigate the participation of contrac-
tile state and relaxation in cardiac muscle dysfunction
during the transition from stable hypertrophy to cardiac
decompensation in aging spontaneously hypertensive rats
(SHR).

Methods - Isolated left ventricular papillary muscle
Sfunction was studied in SHR with heart failure (SHR-F), in
age-matched SHR without evidence of heart failure (SHR-
NF), and in nonhypertensive controls Wistar-Kyoto rats
(WKY). Muscles were analised in isometric and isotonic
contractions in Krebs-Henseleit solution with calcium
concentration of 1.25mM at 28°C.

Results - Papillary muscles from SHR-F and SHR-NF
demonstrated decreased active tension development and
shortening velocity relative to normotensive WKY
(p<0.05). SHR-F and SHR-NF did not differ. Compared
with SHR-NF and WKY, muscle passive stiffness was in-
creased in the failing SHR (p<0.05 versus WKY and SHR-
NF). This parameter did not differ between SHR-NF and
WKY (p>0.05).

Conclusion - These data suggest that the progression
from stable hypertrophy to heart failure is associated with
changes in the passive stiffness and is not related to de-
pression of myocardial contractile function.

Key-words: hypertrophy, heart failure, myocardial
function
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A hipertrofia cardiaca € um processo adaptativo que
ocorre em resposta a uma série de estimulos fisioldgicos e
patoldgicos. A alteragdo na massa e na geometria da cimara
permite ao ventriculo adaptar-se ao aumento do trabalho
cardiaco. Entretanto, se o estimulo € persistente, podem
surgir alteragdes na fungdo miocardica que levam a insufici-
éncia cardiaca (IC) .
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Os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) foram
desenvolvidos como um modelo genético de hipertensao
arterial (HA), que € similar em muitos aspectos a HA essen-
cial no homem 2. Precocemente, os animais desenvolvem
hipertrofia do ventriculo esquerdo (VE), que é responsavel
pela manuteng¢do da fungdo cardiaca normal, apesar da ele-
vada pressdo arterial sistémica. Em idade mais avancada,
podem ocorrer deterioracdo da fung@o miocardica e desen-
volvimento de faléncia cardiaca **. A ocorrénciada piora da
disfung¢do ventricular e o aparecimento dos sinais clinicos
de IC tém sido imputados a piora da contralidade e do relaxa-
mento do misculo cardiaco .

O resultado do presente trabalho, em discordancia
com os estudos mencionados %, mostra que a funcio
contrétil do miocdrdio de SHR manteve-se inalterada duran-
te atransicao de hipertrofia ventricular esquerda paraIC. O
aparecimento de faléncia cardiaca esteve associado somen-
te ao aumento darigidez passiva do miocdardio.

Meétodos

Foram utilizados ratos machos, SHR e nao hipertensos
Wistar-Kyoto (WKY). A partir de 18 meses de idade, os ani-
mais passaram a ser observados diariamente a fim de se de-
tectar a presenca de taquipnéia. Quando determinados ratos
apresentaram esse sintoma, considerou-se que estavam em
IC e, portanto, em condicdes de serem estudados. A
taquipnéia foi constatada somente em alguns SHR, ndo
sendo notada nos WKY. No momento do sacrificio, procu-
rou-se identificar outros sinais indicadores de IC, de acordo
com achados prévios de Conrad e col !: derrame pleuro-
pericéardico, trombo no atrio esquerdo e hipertrofia ven-
tricular direita (peso do ventriculo direito (VD)/peso
corporeo do rato maior que 0,80). Com base nas observa-
¢oes clinicas e patoldgicas foram constituidos trés grupos
de ratos com idades compardveis: SHR com IC (SHR-IC,
n=6), SHR ndo portador de IC (SHR, n=6) e WKY (n=5).

Ap6s adecapitacdo, os coragdes foram removidos ra-
pidamente e colocados em solug@o oxigenada de Krebs-
Henseleit '° a 28°C. Os musculos papilares foram disseca-
dos, presos em anéis de aco inoxiddvel e colocados vertical-
mente em uma camara de acrilico, contendo 100ml de solu-
¢do de Krebs-Henseleit, a 28°C e oxigenadacom 95%de O, e
5% de CO, (pH=7,38). O miisculo papilar mais fino e unifor-
me foi escolhido para o estudo. Os muisculos foram estimu-
lados 12 vezes por minuto por meio de eletrodos de platina,
que liberavam pulsos de Sms de duragdo. A voltagem utili-
zadafoi 10% maior que o valor minimo necessério para pro-
vocar resposta mecanica maxima do muisculo. A por¢do
tendinosa superior do musculo, via anel e fio de a¢o inoxi-
davel, foi conectada aum motor DC de baixa inércia (G100-
PD, General Scanning, Watertown, MA, USA). A extremi-
dade inferior do musculo, via anel de ago, foi conectada a
transdutor de for¢a (DSC-3, Kistler-Morse,Redmond, WA,
USA), imerso na solu¢do. Um computador com interface di-
gital-analdgica permitiu controlar a tensdo e o comprimento
da preparacgdo. Tensao e comprimento foram registrados a

382

Arq Bras Cardiol
volume 69, (n° 6), 1997

velocidade de 1kHz e armazenados em disquete para anélise
posterior.

Ap6s periodo de 30min, em que os miisculos contrai-
ram isotonicamente contra leve carga (aproximadamente
0,4Kdina/mm?), os mesmos foram colocados em contracao
isométrica. Nesta situacdo, foram estirados gradualmente
até atensdo desenvolvida atingir o valor maximo. O compri-
mento diastélico da fibra muscular associado com a tensao
méximadesenvolvidadenomina-se L . Apdsatingir L,
o miusculo foi colocado durante 15min em contracao
isotdnica fisioldgica contra pds-carga (pré-carga igual a
50% dapré-cargaemL . epds-cargaequivalente a25% da
tensdo maxima desenvolvida). A seguir, novas determina-
¢oesdeL . foramrealizadas. Apés verificagdo daestabili-
dade de L, , os misculos permaneceram em contragao
isométrica, sendo analisados os seguintes pardmetros: ten-
sdo mdxima desenvolvida (TD,g/mm?), tensdo de repouso
(TR,g/mm?), velocidade méxima de varia¢do temporal da TD
(+dT/dt, g/mm?/s), velocidade médxima de variacdo temporal
do relaxamento (-dT/dt, g/mm?s), retardo eletromecanico
(REM, ms), tempo para TD decrescer 50% do seu valor maxi-
mo (RT, ,, ms), e tempo para atingir o pico da tens@o desen-
volvida (TPT, ms). Em seguida, os misculos foram coloca-
dos em contragdo isotdnica; a velocidade maxima de encur-
tamento (V__)foiregistradaemL . com os misculoscon-
traindo contra pés-carga préxima de zero.

Ap0s determinacdo desses pardmetros basais, dois
fios de seda (10-0 Dekmatel), distantes 1 a2 mm, foram pas-
sados ao redor dos musculos na regido central e delicada-
mente presos aos mesmos. Apds colocacdo dos dois
marcadores, aferiu-se se a manobra afetou o desempenho
dos musculos, determinando-se a tensdo maxima desenvol-
vida. A aplicacio de marcadores ndo afetou o desempenho
dafibra cardiaca. A regido do musculo entre as duas marcas
foi utilizada para a determinacao da rigidez central muscular.
A medida darigidez na zona central foi determinada com o
auxilio de um sistema a laser para leitura do comprimento do
segmento central do musculo ''. A constante de rigidez do
segmento central, K foi determinada pelarelagdolog (s )
=B+K_E_;s €oestresse calculado a partir da tensdo de
repouso observada nos diferentes comprimentos do mus-
culo, normalizada para as respectivas dreas de secao
transversa; E_ € adeformagao (strain) natural do segmento
central (E =In[L /L ],ondeL €ocomprimento instantd-
neo do segmento central e L | € o comprimento no estresse
igual a0,1g/mm?). Além da determinagio de K  foi também
analisada a constante de rigidez de todo o muisculo (K ).

Os parametros usados para caracterizar os muisculos
papilares foram: comprimento (mm) e drea seccional (mm?).
O comprimento in vitro,emL_, foiobtido com catetdmetro
Gartner. A 4rea seccional foi calculada, a partir de medidas
do diametro do segmento central. Os pesos imidos de VE,
VD e atrios (A), normalizados para peso corpdreo do rato
(PC), foram utilizados como indices de hipertrofia atrial e
ventricular. A relagd@o entre os pesos imidos e secos dos
ventriculos, trios, figado e pulmao foi utilizada como indi-
cador da taxade liquido presente em cada tecido corporal.
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Os valores obtidos sdo apresentados como média +
desvio padrao. As comparagdes entre os grupos foram fei-
tas por andlise de varincia para experimentos inteiramente
casualizados, complementada pelo teste de Newman-Keuls.
Onivel de significancia foi considerado a 5%.

Resultados

Todos os animais do grupo SHR-IC apresentavam si-
nais e sintomas compativeis com IC. Nos ratos dos grupos
SHR e WKY nao foi encontrado nenhum dos dados suges-
tivos de faléncia miocardica, anteriormente descritos.

A idade e os parametros corporais dos animais encon-
tram-se na tabela I. Nao houve diferenca de idade entre os
animais. O peso corpéreo (PC) foi maior nos ratos WKY
(WKY >SHR =SHR-IC, p<0,05). O pesodo VE dividido pelo
peso corporeo do rato (VE/PC) foi semelhante nos ratos
SHR e SHR-IC (p>0,05); entretanto, arelagio VE/PC foi mai-
or nos grupos SHR quando comparado aos WKY (SHR =
SHR-IC > WKY, p<0,05). O peso do VD dividido pelo peso
corpéreo dos ratos (VD/PC) foi maior nos ratos SHR-IC que
nos SHR (p<0,05); nao houve diferenca entre os animais
SHR e WKY (p>0,05). A relacao peso dos atrios/peso
corpdreo dos ratos (A/PC) mostrou 0 mesmo comportamen-
to darelacdo VD/PC. Asrelagdes entre o peso imido e seco
do VE (VEU/S)edo figado (figado U/S) foram maiores nos
SHR-IC (SHR-IC >SHR =WKY, p<0,05). Nao houve dife-
rencga entre os grupos de ratos quando comparam se as rela-
¢oes entre o peso timido e secode VD (VD U/S) e pulmao
(pulmao U/S).

Os dados mecanicos dos musculos papilares isolados
sdo apresentados na tabela II. Nao houve diferenca signi-
ficante entre as dreas seccionais dos trés grupos de ratos.
Tensao desenvolvida (TD) foi significantemente mais eleva-
danosratos WKY do que nos SHR e SHR-IC (p<0,05). Nao
houve diferenca entre os ratos dos grupos SHR (p>0,05).
RT, ,,+dT/dt, -dT/dte V_, foram mais elevados nos WKY
(p<0,05) quando comparados com os grupos SHR, que ndo
se mostraram significantemente diferentes entre si (WKY
>SHR =SHR-IC). TPT foi mais elevado (p<0,05) nos SHR-

Tabela I - Idade e parametros corporais dos ratos estudados

WKY (n=5) SHR (n=6) SHR-IC (n=6)
Idade (meses) 21,6+2,1 19,2+1,0 20,7+1,5
PC (2) 668+84 401£35* 407+21%
VE/PC (mg/g) 2,03+0,17 3,72+0,22% 3,85+0,32*
VD/PC (mg/g) 0,50+0,11 0,62+0,09 1,12+0,09%*
A/PC (mg/g) 0,28+0,05 0,40+0,07 0,73+0,19%*
VE (U/S) 3,62+0,07 3,74+0,10 3,90+0,15%
VD (U/S) 3,91+0,11) 3,86+0,16 3,98+0,10
Figado (U/S) 2,09+0,06 2,13+0,10 2,64+0,12%*
Pulmiéo (U/S) 4,12+0,23 4,46+0,38 4,28+0,15

Valores expressos em média + desvio padrdo. WKY - ratos Wistar-Kyoto; SHR-
ratos espontaneamente hipertensos; SHR-IC- SHR com insuficiéncia cardia-
ca; PC- peso corporal dos ratos; VE- peso do ventriculo esquerdo; VD- peso
do ventriculo direito; A- peso dos dtrios; U- peso imido; S- peso seco;
* p<0,05 versus WKY; + p<0,05 versus SHR.
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Tabela II - Parametros mecénicos obtidos em contracoes
isométricas e isotonicas

WKY SHR SHR-IC
(n=5) (n=6) (n=6)
TD (¢/mm?) 569+1,47  341£1,05%  2,87+0,26*
TR (g/mm?) 0,83+0,24 0,75+0,13 0,96+0,16
REM (ms) 2747 3047 3542
+dT/dt (ghnmels) 6318 32+10% 2543%
-dT/dt (gmnehs) 2145 1643+ 151
TPT (ms) 16111 17311 19611
RT,, (ms) 206221 171x24% 155413
K, 4113 44+17 702255+
K, 616 696 90+15%+
V. (comp.muschs) 1,17¢021  0,77%0,16%  0,50+0,06*
AS (mm?) 1,3120,54 1,9020,37 1,6120,32

Valores expressos em média + desvio padrdo. WKY- ratos Wistar-Kyoto; SHR-
ratos espontaneamente hipertensos; SHR-IC- SHR com insuficiéncia cardia-
ca; TD- tensdo maxima desenvolvida; TR- tensdo de repouso; REM- retardo
eletromecanico; +dT/dt - velocidade méaxima de variagao temporal da TD; -dT/
dt - velocidade maxima de variagdo temporal do relaxamento; TPT- tempo para
atingir o pico daTD; RT,, - tempo para TD decrescer 50% do seu valor maximo;
K- constante de rigidez do segmento central; K - constante de rigidez de
todo o miisculo; V- velocidade mdxima de encurtamento (normalizada pelo
comprimento do mdsculoem L ); AS- drea seccional; * p<0,05 versus WKY;
+ P<0,05 versus SHR.

ICdoquenos SHRe WKY (SHR-IC>SHR=WKY).K_eK
foram significantemente maiores (p<0,05) nos SHR-IC,
quando comparados aos ratos SHR e WK'Y; nao houve dife-
rencaentre os animais SHR e WKY (SHR-IC>SHR =WKY).
TR e REM ndo diferiram entre os grupos (p>0,05).

Discussao

Nossos resultados mostraram que ratos com hiper-
trofia ventricular esquerda (SHR), isolada ou associadaaIC,
apresentaram redug¢do dos indicadores da fungao contratil
(TD, +dT/dt, Vmax) e dorelaxamento (-dT/dt, RT, /2) do mus-
culo cardiaco, em relagdo aos animais com VE normal
(WKY). Apds o desenvolvimento do quadro clinico de fa-
1€ncia cardiaca (grupo SHR-IC), os tinicos parametros alte-
rados foram os indices representativos da rigidez passiva
do miocardio, K. eK . As variaveis indicativas do desem-
penho sistélico e do relaxamento ndo sofreram modifica-
¢oOes significativas durante a transicdo hipertrofia-faléncia.
Portanto, os dados mostraram que: 1) os musculos hiper-
trofiados dos SHR e SHR-IC apresentaram deterioragao da
fungdo mecanica emrelagdo as fibras cardiacas normais; 2)
a disfung¢ao ventricular nos SHR-IC esteve associada ao
aumento da rigidez passiva do miocardio e ndo a queda da
funcdo contratil do muisculo cardiaco.

Virios investigadores, utilizando diferentes tipos de
preparagdes, estudaram as alteracdes fisiopatolégicas
ocorridas nos SHR durante a transi¢io hipertrofia-1C '+°,
Conrad e col ¥ e Boluyt e col * verificaram deterioracdo da
fungao contrétil e aumento da rigidez passiva dos muisculos
papilares isolados do VE no grupo SHR-IC. Bing e col ®
constataram, em coracdes in vivo e em musculos ou cora-
¢oes isolados de SHR-IC, depressdo do desempenho
sistélico e piora da fun¢ao diastélica, quando do apareci-
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mento dos sinais clinicos de IC. Os dados referidos con-
trastam, parcialmente, com os do presente trabalho, pois 0s
diferentes autores encontraram disfunc¢io sistélica e
diastdlica na transi¢do hipertrofia-faléncia, enquanto que,
nesta investiga¢ao, somente ocorreu piora da funcao
diastolica.

Nao encontramos explicacdes para esta divergéncia
de resultados em relacdo ao comportamento sist6lico dos
musculos dos SHR-IC. Uma vez que fatores relacionados a
metodologia poderiam ser afastados, j4 que os experimentos
foram realizados no mesmo laboratdrio, uma provavel expli-
cacdo seria que, em nosso experimento, animais do grupo
SHR foram sacrificados mais proximos do estado de IC do
que os SHR utilizados em trabalhos anteriores. A favor des-
ta hipotese estd o fato de o comportamento mecanico
sistolico dos SHR ser inferior ao dos WKY, o que contrasta
com os dados prévios 3, que mostram semelhanga de fun-
¢ao sistdlicaentre os animais WKY e SHR.

Os mecanismos que contribuem para o desenvolvi-
mento de IC permanecem obscuros; vdrias hipéteses t€ém
sido formuladas para explicar a anormalidade funcional exis-
tente no miocdrdio hipertrofiado dos SHR. Ha evidéncias
que sugerem que perdas de proteinas contréteis, fibrose,
alteracdes na composi¢do das isoenzimas da miosina e do
sistema acoplamento excitagdo-contracio poderiam partici-
par do processo de transicao da hipertrofia para a faléncia
cardiacanos SHR 471214,

Boluyt e col * verificaram aumento acentuado nos ni-
veis de mRNA para colageno e fibronectinano VE de SHR,
durante o periodo de transi¢@o para IC. Os autores sugeri-
ram que o aumento na expressao de genes especificos para
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amatriz extracelular poderia contribuir para fibrose, rigidez
do tecido e deterioragdo da fungio ventricular. Conrad e col ®
encontraram acentuada elevacdo do grau de fibrose
intersticial, determinada histologicamente, em SHR-IC. Es-
ses pesquisadores também sugerem que o aumento do teci-
do conjuntivo tem importante papel na transicao hipertrofia-
faléncia cardiaca. Na presente pesquisa, € possivel inferir,
baseado nos estudos citados *°, que a elevagio do grau de
fibrose intersticial, acompanhando o quadro de IC, pudesse
ter comprometido mais acentuadamente a rigidez passiva
domiocardio que a fungdo sistélica. Concordando com esta
hipétese, Cicogna e col '* mostraram que o aumento do teci-
do conjuntivo cardiaco pode acarretar disfuncao diastélica
mais precocemente que a sistdlica.

O aumento da matriz extracelular durante o periodo
de transicdo € atribuido a elevacao de fatores circulantes e
teciduais, como angiotensina I, aldosterona, catecolaminas
e B, fator de transformacdo de crescimento (TGF-8,) +'°. A
angiotensina II tem importante papel na modulacao da
fibrose miocardica. A administracao de captopril a ratos
SHR de 12 meses de idade previne o desenvolvimento de IC
€ de fibrose e 0 aumento de mRNAs para TGF-B, € para
coldgeno tipo IIT 7.

Em conclusdo, os dados deste trabalho mostram
que o aparecimento da sindrome de IC em SHR est4 associ-
ado ao aumento darigidez passiva do miocédrdio e ndo a pio-
ra da fungdo contritil do musculo cardiaco. A disfun¢do
diastélica pode ser decorrente de fibrose miocdrdica
provocada por fatores circulantes e teciduais, como
angiotensinall, catecolaminas, aldosteronae TGF-8,.
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