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RESUMO

O infarto agudo do miocardio constitui-se na principal causa de morte natural do mundo
moderno, ceifando milhdes de vidas anualmente em todo o mundo. Apesar dos indmeros
avangos na terapia nas ultimas décadas, as arritmias cardiacas fatais na fase hiperaguda inicial
do infarto ainda permanecem como uma importante causa de morte nestes pacientes. A busca
por novas estratégias terapéuticas faz-se assim necessdria. Uma vez que nesta fase
hiperaguda, o desbalanco autondmico cardiaco contribui de forma importante para a
patogénese das arritmias, estratégias terapéuticas voltadas para a modificagdo autonémica sao
justificaveis. No presente estudo, a potenciacdo da neurotransmissdo colinérgica vagal
cardiaca, induzida pelo agente anticolinesterdsico, brometo de piridostigmina, foi investigada
em ratos anestesiados com infarto agudo do miocéardio. Os animais tiveram os infartos
induzidos pela oclus@do do ramo descendente anterior da artéria corondria esquerda, a qual
provoca um infarto anterior-lateral extenso do ventriculo esquerdo, com indmeras
manifestacoes arritmicas e elevada mortalidade aguda. O presente estudo demonstra pela
primeira vez que a administracdo endovenosa em bolos repetidos do brometo de
piridostigmina (na dose variando de 0,3mg/Kg a 0,6mg/Kg) promove protecdo miocérdica,
reduzindo significativamente a incidéncia de arritmias complexas com forte tendéncia de
aumento da sobrevida dos animais nas primeiras quatro horas de tratamento. Tais efeitos
foram acompanhados de bradicardia sinusal leve a moderada, de inicio imediato e estdvel
associado a leve hipotensao arterial sist€émica a partir da segunda hora de tratamento. O
tratamento ndo modificou a extensdao da area infartada, quantificada via perfusdao ex vivo do

coragdo inteiro com o corante azul de Evans ou incubacgao de fatias miocardicas com o cloreto



de Trifenil tetrazdlio. Ainda que os possiveis mecanismos moleculares deste efeito nado
tenham sido explorados neste trabalho, tais resultados confirmam e ampliam dados anteriores
da literatura, abrindo uma enorme perspectiva de possivel uso clinico futuro deste farmaco

como terapia adjuvante no tratamento do infarto agudo miocardico em seres humanos.

Palavras-chave: infarto agudo do miocdrdio, estimulacdo colinérgica, brometo de

piridostigmina, protecao miocérdica, arritmias cardiacas.
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Cholinergic neurotransmission in acute myocardial ischemia in rats [dissertation]. Uberaba
(BR): Universidade Federal do Tridangulo Mineiro; 2015.

ABSTRACT

Acute myocardial infarction is the major natural death cause in the world, killing
millions of people every year. Despite of several major therapeutic advances in the last few
decades, the life-threatening cardiac arrhythmias in initial hyper-acute phase of myocardial
infarction remains as an important cause of death in infarcted patients. Therefore, the
intensive search for new therapeutic strategies is still necessary. Since in this hyper-acute
phase of myocardial infarction, cardiac autonomic imbalance contributes to the pathogenesis
of cardiac arrhythmias, new therapeutic strategies based on autonomic modifications seems to
be justifiable. In the present study, cardiac vagal cholinergic neurotransmission potentiation
induced by an anti-cholinesterasic agent, pyridostigmine bromide, was investigated in
anesthetized rats with myocardial infarction, which was induced via occlusion of anterior
descendent left coronary artery. This occlusion provokes an extensive anterior-lateral
myocardial infarction associated with several life-threatening ventricular arrhythmias and
elevated mortality. The present study demonstrates for the first time that endovenous injection
of repeated bolus of pyridostigmine bromide (at doses varying from 0,3mg/Kg to 0,6mg/Kg)
promotes myocardial protection, significantly reducing the score of complex ventricular
arrhythmias, with a major trend to prolong survival rate in the animals during the first four
hours of myocardial infarction. These effects were accompanied with an immediate mild to
moderate sinusal bradycardia associated with mild systemic arterial hypotension after two
hours of treatment. The pyridostigmine bromide treatment did not change the size of
myocardial infarction, quantified via ex vivo perfusion of whole heart with Evans’blue stain or

in myocardial slices incubated with triphenyltetrazoliun chloride. Even though the possible



molecular mechanisms of these effects have not been explored in the present study, these
results confirm and widen previous data, opening a huge perspective of a future possible
clinical use of pyridostigmine bromide as an adjuvant therapy in the treatment of acute

myocardial infarction in human beings.

Keywords: acute myocardial infarction, cholinergic stimulation, pyridostigmine bromide,

myocardial protection, cardiac arrhythmias.
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1. INTRODUCAO

1.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Nas dtltimas décadas, as doencas cardiovasculares (DCV) se tornaram o grande
problema da sadde, visto que representam a principal causa de mortalidade e morbidade nos
paises industrializados. Atualmente, essas doencas sdo responsdveis por aproximadamente
30% das mortes no mundo. Estima-se que para o ano de 2030, em torno de 33% de todas as
mortes serd resultado das doengas cardiovasculares, quando a estimativa da populagdo gira em
torno de 8,2 bilhdes de pessoas (Gaziano, 2008). No Brasil, as doencas cardiovasculares
constituem a principal causa de morte em todas as regides do pais, em ambos 0s sexos € sao
responsaveis por quase 32% de todos os 6bitos (Brasil, 2011).

Dentre as doengas cardiovasculares, o infarto agudo do miocardio (IAM) € a principal
causa de mortalidade. Em 2011, dados do Ministério da Saide apontam que a mortalidade
média por infarto agudo do miocardio no servigo publico no Brasil estava em torno de 15%,
bem acima da média dos paises mais avancados da Europa. Nesse mesmo ano, os infartos
mataram mais de 82 mil brasileiros (Brasil, 2011).

Um recente ensaio clinico na Europa aponta uma taxa de mortalidade de 8,4% no
primeiro més para pacientes apresentando sindrome corondria aguda com elevacdo do
segmento ST. (Van de Werf et al., 2003).

A fase aguda do infarto do miocardio € a fase mais preocupante e requer maior
atencao dos profissionais da saide. Embora, uma parcela das mortes por IAM aconteca fora
do ambiente hospitalar, haja vista que 40 a 60% das mortes ocorre nas primeiras horas e quase

80% nas primeiras 24 horas (Piegas et al., 2009), exige-se dos profissionais da saide uma
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conduta rdpida e diagndstico preciso para o paciente que chega ao servico de pronto
atendimento com queixa de dor tordcica.

Todavia, os pacientes admitidos precocemente nos servigos de urgéncia e emergéncia
foram os que mais se beneficiaram dos avangos terapéuticos das ultimas décadas. A
mortalidade intra-hospitalar que era cerca de 30% até 1960 e 18% na era pré-fibrinolitica em
1980 caiu para aproximadamente 8% nos primeiros 30 dias apds o infarto, com o uso da
aspirina, desenvolvimento dos fibrinoliticos e interven¢des corondrias, tais como a
angioplastia primdria, que permitem a revasculariza¢ido (Van de Werf et al., 2003).

Apesar desses avangos terapéuticos, para que seja diminuida a morbidade e mortalidade
da doenca corondria, hd a necessidade nao s6 de identificacdo e controle dos fatores de risco,
como também de se investir em novas estratégias efetivas de prevengdo e de se desenvolver
novas terapias para a fase aguda da oclusdo coronariana que diminuam as arritmias e limitem

a extensao do infarto em evolucao.

1.2 DOENCA ARTERIAL CORONARIANA

A doenca arterial coronariana (DAC) -caracteriza-se pela insuficiente irrigacdo
sanguinea ao coragdo através das artérias corondrias. Estd diretamente relacionada ao grau de
obstru¢do ao fluxo sanguineo pelas placas aterosclerdticas, causando um estreitamento das
artérias corondrias (estenose), o que diminui o aporte de oxigénio ao coracdo devido a redugdo
do fluxo sanguineo coronariano (Pinho et al., 2010).

A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatdria cronica e progressiva mediada basicamente
por macréfagos derivados de mondcitos e alguns subtipos de linfocitos T. Ocorre
principalmente nas artérias de grande e médio porte (aorta, cardtidas, iliacas), incluindo as

corondrias. A aterosclerose se desenvolve a partir da disfuncio endotelial geralmente causada
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pela combinacdo de alguns fatores, tais como: elevada concentragdo sanguinea de lipoproteina
de alta densidade (LDL) colesterol e hemocisteina; hipertensdo; diabetes; radicais livres
causados por fumo; alteragdes genéticas; infecgdes por microrganismos tais como Herpes
virus e Clamidia (Ross, 1999).

A disfuncdo endotelial aumenta a permeabilidade da camada intima as lipoproteinas
plasmdticas favorecendo a retengdo das mesmas no espagco subendotelial. Retidas, as
particulas de LDL sofrem oxidagao. O depdsito de lipoproteinas na parede arterial é processo-
chave no inicio da aterogénese, ocorre de maneira proporcional a concentracdo dessas
lipoproteinas no plasma.

Além do aumento da permeabilidade as lipoproteinas, outra manifestacao da disfuncdo
endotelial € o surgimento de moléculas de adesdo leucocitdria na superficie endotelial,
processo estimulado pela presenca de LDL oxidada. As moléculas de adesao sao responsaveis
pela atracdo de mondcitos e linfécitos para a parede arterial. Induzidos por proteinas
quimiotdticas, os mondcitos migram para o espaco subendotelial onde se diferenciam em
macro6fagos, que por sua vez captam as LDL oxidadas. Os macréfagos repletos de lipidios sdao
chamados células espumosas e sdo o principal componente das estrias gordurosas, lesdes
macroscopicas iniciais da aterosclerose. Alguns mediadores da inflamagdo estimulam a
migracdo e proliferacdo das células musculares lisas da camada média arterial. Estas, ao
migrarem para a camada intima, passam a produzir ndo s6 citocinas e fatores de crescimento,
como também matriz extracelular rica em coldgeno que formara parte da capa fibrosa da placa
aterosclerética (Ross, 1999).

A placa aterosclerética plenamente desenvolvida € constituida por elementos celulares,
componentes da matriz extracelular e ndcleo lipidico. Estes elementos formam na placa
aterosclerdtica, o nucleo lipidico, rico em colesterol e a capa fibrosa, rica em coldgeno. As

placas estdveis caracterizam-se por predominio de coldgeno, organizado em capa fibrosa
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espessa, escassas células inflamatorias e nicleo lipidico de proporcdes menores. As instaveis
apresentam atividade inflamatdria intensa, especialmente nas suas bordas laterais, com grande
atividade proteolitica, nicleo lipidico proeminente e capa fibrosa t€nue. A ruptura desta capa
expde material lipidico altamente trombogénico, levando a formacdo de um trombo
sobrejacente. Essas mudangas podem estar acompanhadas pela producdo de fatores teciduais
pré-coagulantes aumentando a possibilidade de formagdo de trombose mural com oclusao
parcial ou total do vaso (Ross, 1999).

Pensava-se anteriormente que o estreitamento luminal progressivo pelo crescimento
continuo de células de musculo liso na placa era a principal causa de infarto. Estudos
angiograficos, entretanto, identificaram que a ruptura da placa em vez de estenose, precipita
isquemia e infarto. Espasmo coronariano pode estar envolvido até certo ponto, mas a maioria
dos casos de infarto € devido a ruptura subita e formagao de trombo oclusivo na superficie de
placas vulnerdveis, inflamadas, ricas em lipidios e com capa fibrosa delgada (Hansson, 2005).

A isquemia miocdrdica € a causa das sindromes corondrias agudas (SCA) que se
manifestam clinicamente por sinais € sintomas tipicos como dor tordcica constritiva e intensa,
diaforese, arritmias ventriculares, insuficiéncia cardiaca ou choque cardiogénico. O principal
evento resultante da isquemia € o infarto agudo do miocardio (IAM). Contudo, a primeira
manifestacdo da SCA pode ser a morte subita ou a angina instdvel (Ruff e Braunwald, 2011).

O termo sindrome corondria aguda (SCA) tem envolvido um leque de diagndsticos para
capturar o largo espectro de severidade da doenca e manifestacdes clinicas multiformes da
aterosclerose corondria, que vai da angina instdvel e infarto do miocardio sem elevacdo do
segmento ST, ambas englobadas dentro da sindrome coronariana aguda sem supradesnivel de
segmento ST (SCASST) e infarto do miocédrdio com elevagdo do segmento ST (IAMST). O

diagnodstico da SCA e a diferenciagdo entre seus componentes dependem da presenca de



21

sintomas clinicos, critérios eletrocardiograficos e avaliacdo dos biomarcadores de lesdo
miocardica (Ruff e Braunwald, 2011).

A dor precordial conhecida como angina € a manifestacao clinica predominante e esta
pode ocorrer também na auséncia de DAC obstrutiva, como na presenca de Estenose Adrtica,
Cardiomiopatia Hipertréfica ou Cardiomiopatia Dilatada Idiopatica (Zipes et al., 2005).

Existem trés tipos de angina. A angina estdvel é caracterizada pelo surgimento da dor
sempre que hd aumento da demanda de oxigénio pelo coragdo como no esforco fisico, estresse
emocional ou hiperatividade simpdtica, sendo que, a dor geralmente desaparece com o
repouso e/ou com o uso de vasodilatadores coronarianos. A angina variante de Prinzmetal,
que € a dor precordial atribuida ao vasoespasmo coronariano, tipicamente ocorre em repouso
e responde a administracio de bloqueadores dos canais de cdlcio e vasodilatadores
coronarianos. Por tltimo, a angina instavel, € a dor precordial que surge cada vez mais intensa
e com intervalo cada vez menor. Pode ocorrer em repouso e ndo estd necessariamente
relacionada com o aumento do trabalho cardiaco. A angina instdvel, na maioria dos pacientes,
ocorre por fissura ou ruptura da placa aterosclerdtica com trombose e diminui¢do do fluxo
coronario (Ruff e Braunwald, 2011).

O diagndstico de angina instdvel € puramente clinico, feito com base na “histéria do
paciente” de isquemia miocdrdica instivel, sem evidéncias bioquimicas ou
eletrocardiogréficas de isquemia ou infarto. Estudos indicam que cerca de 20% dos pacientes
inicialmente diagnosticados como tendo angina instidvel que foram encaminhados para

angiografia, ndo tinham nenhuma DAC relevante (Ruff e Braunwald, 2011).

1.3 INFARTO DO MIOCARDIO
O Infarto agudo do miocérdio (IAM) € definido como a necrose do musculo cardiaco

causada por isquemia prolongada resultante da baixa perfusdo tecidual devido a oclusdo da
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artéria corondria. Em geral, essa isquemia é causada por trombose e/ou vasoespasmo sobre
uma placa aterosclerética (Pesaro, Serrano e Nicolau, 2004).

Necrose ocorre quando cardiomidcitos sofrem privagdo de oxigénio ou energia, com
perda da integridade da membrana celular, influxo de liquido extracelular, edema do midcito e
liberacdo de enzimas proteoliticas que levam a disrupg¢ao celular (Pontes e Leaes, 2004).

No entanto, ja estd descrito que no miocardio isquémico as células morrem tanto por
necrose quanto por apoptose, sendo que nas primeiras 24h apds o infarto, a apoptose € a
principal forma de morte celular observada (Zhao et al., 2000). Na apoptose (morte celular
programada) de cardiomidcitos, um programa genético especifico ativa uma cascata
molecular, com ativacdo das caspases levando a degradacdo do DNA nuclear e posterior
digestao pelas células vizinhas, sem reac@o inflamatéria (Pontes e Leaes, 2004).

A elevada taxa de apoptose no inicio da lesdo isquémica ocorre devido a alteracdes na
expressdo de proteinas pré e anti-apoptdticas, com uma reducdo na razao Bcl2/Bax, um
marcador de viabilidade celular. Assim, enquanto a proteina Bax pré-apoptdtica aumenta, a
proteina Bcl2 anti-apoptética diminui (Zhao et al.,200; Simonis et al., 2008; Mill et al., 2011).

A Organizacdo Mundial da Satide define IAM pela presenca de pelo menos dois entre
os aspectos: quadro clinico, alteracdes eletrocardiogrificas e marcadores bioquimicos de
necrose. No quadro clinico, a apresentacao tipica € caracterizada por dor precordial em aperto
ou peso, podendo se irradiar para a regido cervical e/ou membro superior esquerdo, vem com
grande intensidade e prolongada, com mais de 20 minutos, resistente ao repouso ou ao uso de
nitrato sublingual. Niuseas, vOmitos, dispnéia, palidez e fraqueza podem ocorrer como
sintomas associados, porém sao inespecificos. Em alguns casos, pode ser assintomatico ou
com quadro clinico atipico, principalmente em pacientes diabéticos (Pesaro, Serrano e

Nicolau, 2004).
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As alteracdes eletrocardiograficas sao muito importantes no diagndstico do IAM, visto
que os sintomas sdo extremamente variados e que a elevacdo dos marcadores inicia-se 6 horas
apos o inicio da dor. O eletrocardiograma deve ser feito seriadamente nas primeiras 24 horas e
diariamente apds o primeiro dia (Pesaro, Serrano e Nicolau, 2004). O supra desnivelamento
do segmento ST > 1 mm em duas derivacdes adjacentes determina o diagndstico e
correlaciona-se com a topografia do infarto (Zimetbaum e Josephson, 2003) Por exemplo:
supra desnivelamento em V1, V2, V3 relaciona-se com parede antero-septal, em D1 e aVL
com parede lateral alta, em V1 a V6, anterior extensa, em D2, D3 e aVF com inferior e
finalmente V7 e V8 com parede posterior.

Os primeiros marcadores usados para o diagndstico do infarto do miocardio tais como
a transaminase oxalacética glutdmica e a desidrogenase lactica, t€ém sido substituidos pela
creatina fosfoquinase (CK), creatina fosfoquinase fragdo MB (CK-MB), marcador de necrose
miocdrdica com elevacdo de 6 a 8 h apds o inicio dos sintomas, com pico em 24 horas e
normaliza-se em quatro dias. Mais recentemente, outro marcador bastante utilizado é a
troponina cardiaca especifica T ou 1. Suas medidas se elevam geralmente apds 6 horas do
inicio do quadro, permanecendo elevadas por uma semana (Ruff e Braunwald, 2011). No ano
2000, foi recomendado pela European Society of Cardiology e o American College of
Cardiology que o nivel de troponina fosse incorporado a nova defini¢do de Infarto agudo do
miocardio devido ao maior valor progndstico comparado com CK e CK-MB. Essa mudancga
tornou-se uma definicdo universal do Infarto do Miocardio em 2007 (Tygensen, Alpert e
White, 2007).

Apoés a obstrucdo da artéria corondria, a necrose muscular € acompanhada por um
processo inflamatério. Observa-se um infiltrado celular inflamatério composto inicialmente
de neutréfilos e posteriormente de linfocitos e mondcitos. Sdo produzidas interleucinas IL-6,

IL-1P e o fator de necrose tumoral (TNF-a) observados precocemente no tecido isquémico,



24

podendo ser detectados ja com 3 horas apds a oclusdo coronariana (Deten et. al., 2002;
Vandervelde et. al., 2007).

Com o processo inflamatério, neutréfilos liberam metaloproteinases (MMP), uma
grande familia de enzimas proteoliticas responsaveis pela degradacdo do coldgeno,
evidenciadas 1 hora apds o infarto. A agdo das colagenases MMP-1, MMP-2, MMP-3 e
MMP-9 estdo aumentadas durante a fase necrética de cicatriza¢do do infarto. Estudo prévio
sugere que trés horas apds a oclusao coronariana, 50% do coldgeno ja tenha sido degradado e
essa atividade proteolitica termina uma semana apds o infarto. (Holmes, Borg e Corvell,
2005). Com 24 horas, a necrose muscular torna-se evidente acompanhada por um infiltrado
inflamatério. Macréfagos consomem o tecido necrético e liberam citocinas que estimulam a
producdo de fibroblastos. Apds trés dias da oclusdo coronariana, inicia-se o acumulo de
miofibroblastos. O tecido necrético vai sendo substituido por tecido fibroso com a sintese de
coldgeno novo. Acredita-se que os miofibroblastos sdo fibroblastos com actina em sua
composi¢do e foram modificados pelo TGF-3 secretado pelos mondcitos. Os miofibroblastos
tém a funcdo de sintetizar coldgeno I e III, que comeca a acumular—se na regido periférica do
infarto no terceiro dia e torna-se bem organizado 14 dias apds o IAM. A cicatrizagdo estard

completa com 21 dias da oclusdo coronariana (Ertl e Frantz, 2005).

1.3.1 Fatores de risco

Os achados de um estudo de caso-controle denominado AFIRMAR, desenvolvido em
104 hospitais de 51 cidades do Brasil, confirmam a importincia dos fatores de risco
tradicionais (tabagismo, hipertensdo arterial, diabetes mellitus, obesidade, dislipidemia,
historia familiar) na associacdo com o infarto agudo do miocérdio (Piegas et al., 2003).

O estudo INTERHEART foi um estudo de caso-controle internacional, delineado para

avaliar de forma sistematizada a importancia de fatores de risco para doenca arterial
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coronariana ao redor do mundo. Foram 262 centros em 52 paises dos 5 continentes, onde
pacientes com infarto agudo do miocardio (IAM) nas primeiras 24 horas foram pareados
(idade e sexo) para controles hospitalares e comunitdrios. Nesta avaliacdo, nove fatores de
risco explicaram mais de 90% do risco atribuivel para IAM. De modo surpreendente
tabagismo e dislipidemia (aferida pela relacio ApoB/ApoAl) compreenderam mais de dois
tercos deste risco. Fatores psicossociais, obesidade central, diabetes, hipertensdo foram
também significativamente associados, embora com algumas diferencas relativas nas
diferentes regides estudadas (Yusuf et al., 2004). Lanas e colaboradores (2007) descreveram a
associacdo do tabagismo, da dislipidemia, da hipertensdo, do diabetes, da obesidade
abdominal, do estresse, da falta de consumo didrio de frutas e verduras e da falta de pratica de

exercicios fisicos com o risco de desenvolvimento do infarto cardiaco.

1.3.2 Infarto agudo do miocdardio e controle autondmico cardiovascular

O sistema nervoso autdonomo desenvolve papel fundamental na manutencdo da
frequéncia e do ritmo cardiaco normal fornecendo nervos eferentes ao coracdo, na forma de
terminacOes simpdticas por todo o miocdrdio e parassimpdticas para o nddulo sinusal,
miocdrdio atrial e nédulo atrioventricular. O controle cardiovascular é afetado pelo equilibrio
entre o simpdtico e parassimpdtico (nervo vago), os quais exercem uma a¢do regulatdria,
controlando vdrios parametros, como a frequéncia cardiaca, a pressao arterial e a resisténcia
periférica, por meio de mecanismos reflexos, isto €, o aumento da FC é uma consequéncia da
maior acdo da sinalizacdo simpdtica e da menor atividade parassimpdtica, ou seja, inibi¢dao
vagal, enquanto que a reducdo da FC depende basicamente do predominio da atividade vagal

(Aubert, Seps e Beckers, 2003).
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O infarto agudo do miocardio € frequentemente relacionado com aumento da atividade
simpdtica. Os niveis de catecolaminas plasmaticas aumentam significantemente poucos
minutos apds a oclusdo coronariana em modelos experimentais. Ocorre aumento da
frequéncia cardiaca apds o IAM e decréscimo da variabilidade da frequéncia cardiaca nos
primeiros dias ap6s o IAM, considerada um marcador do comprometimento da atividade
vagal cardiaca (Casolo et al., 1992). Portanto, o IAM estd acompanhado por desequilibrio da
atividade do sistema nervoso autondmico, o qual é caracterizado pela ativacdo do sistema
nervoso simpdtico e a inativa¢do do sistema nervoso parassimpético (Graham et al., 2002).
Todavia, observa-se em um pequeno percentual de pacientes com infarto da parede
diafragmatica ou inferior do coracdo, no qual pela ativagao de aferentes cardiacos amielinicos,
uma ativacdo vagal parassimpdtica moderada a intensa, acompanhada de grave bradicardia
vagal (Goldstein et al., 2005).

No inicio da les@o miocardica, a ativacdo de mecanismos compensatorios tais como o
simpatoadrenal e o sistema renina-angiotensina-aldosterona tendem a compensar a
deterioracdo da funcdo de bombeamento (Li et al., 2004). A ativacdo aguda do sistema
nervoso autdonomo com aumento do tdnus simpdtico constitui um mecanismo adaptativo,
envolvendo efeitos inotropicos e cronotrdpicos, para a restauracdo ou manutencao do débito
cardiaco, da pressdo arterial e da perfusdao dos 6rgdos em situacdes onde o aporte sanguineo
estd comprometido (Eisenhofer et al., 1996). No entanto, a persisténcia da hiperativacdo
simpdtica acarreta efeitos deletérios. Evidéncias clinicas sobre o tonus e reflexo autondmico
apos o infarto do miocardio sugerem que a atividade vagal diminuida e a elevada frequéncia
cardiaca estao associadas a uma alta taxa de mortalidade na insuficiéncia cardiaca (La Rovere
et al., 2001). Os altos niveis de adrenalina no coragdo apds o IAM aumentam o risco de

arritmias e morte subita (Casolo et al., 1992). Virias linhas de pesquisa também relacionam a
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hiperativagdo do sistema simpdtico nos pacientes como a maior contribui¢do para o
remodelamento cardiaco (Zipes e Rubart, 2006; Kobayashi et al., 2013).

Ap6s a isquemia ocorre redugdo funcional do miocédrdio ventricular acarretando uma
sobrecarga de trabalho ao miocardio normal remanescente levando a aumentos na tensao
transmural sist6lica e particularmente diastélica, com consequente estimulo para a hipertrofia
do miocardio remanescente, o que caracteriza o remodelamento ventricular (Pfeffer et al.,
1979). O remodelamento ventricular progressivo pode se desenvolver levando a aumentos no
volume sist6lico final, pressdao e volume diastélico final do ventriculo esquerdo, diminui¢do
da fracdo de ejecdo e débito cardiaco, culminando com insuficiéncia cardiaca congestiva
(Pfeffer et al., 1991). Em adicdo ao estimulo mecanico primério, aumentos progressivos na
atividade do sistema renina-angiotensina e na atividade simpdética (Meredith et al., 1993)
podem aumentar ainda mais a tensdo transmural causando efeitos adversos sobre o coragao,

acelerando o remodelamento cardiaco e o aparecimento de insuficiéncia cardiaca (IC).

1.3.3 Arritmias

O desequilibrio do balanco simpatovagal cardiaco que surge com o desenvolvimento
da isquemia corondria, levando a hiperatividade simpdtica e atenuacdo da atividade
parassimpdtica, favorece o aparecimento de arritmias espontaneas (Casolo et al., 1992). Os
efeitos excitatérios simpdticos podem ser fatores de instabilidade eletrofisiologica pro-
arritmogénicos, enquanto que os efeitos parassimpdticos conferem certa estabilidade
eletrofisioldgica ao coracdo e sdo fatores anti-arritmogénicos (Taggart et al., 2003). Sabe-se
que a maioria das mortes precoces € causada por arritmias ventriculares complexas,

particularmente a taquicardia ventricular (TV) e a fibrilagdo ventricular (FV). (Northover,

1982).



28

Optiz et al. 1995, obtiveram dados eletrocardiograficos continuos em ratos conscientes
apds a oclusdo coronariana por até 48 horas apds o infarto pelo uso de sistemas telemétricos
em miniatura, os quais permitem um registro continuo do eletrocardiograma (ECG) por
periodos mais longos em animais nido conectados a cabos de registro. Com base nestes
estudos em animais acordados, dois periodos arritmogénicos distintos foram evidenciados em
ratos com IAM: um periodo precoce correspondente a primeira meia hora da ligadura e um
periodo mais tardio compreendido entre a primeira hora e meia até nove horas apds a
ligadura. Cada um destes dois periodos foi seguido por um periodo quiescente de baixa
atividade arritmica: entre 30 minutos e 1,5 horas e de 10 a 48 horas ap6s a ligadura. Uma taxa
de mortalidade total de 65% foi encontrada dentro dos dois periodos arritmicos com a maioria
das mortes ocorrendo no segundo periodo. Ratos com os maiores infartos e aqueles que
evoluiram para 6bito dentro das primeiras 48 horas apresentaram uma maior frequéncia e
duracdo dos episddios de arritmias.

No primeiro periodo, onde a necrose miocardica ainda ndo se completou, muito
provavelmente o aumento de potédssio extracelular, aumento da concentracdo de cdlcio
intracelular, mudancas neuro-humorais e a queda do pH levam a um retardo de condu¢do do
potencial de acdo com aumento na probabilidade de formacgdo de circuitos de reentrada na
zona isquémica (Kaplinsky et al. 1979; Ando et al. 2005). J4 o segundo periodo, que
corresponde ao desenvolvimento maximo da necrose miocdrdica, muito provavelmente esta
associado a presenca de midcitos despolarizados com automatismo anormal, localizados na
zona de transi¢cdo entre o miocdrdio necrdtico e o miocdrdio isquémico ainda viavel (Wit e

Janse, 1993).
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1.4 ESTIMULACAO COLINERGICA

Atualmente, torna-se muito interessante a busca por drogas que possam conferir acao
cardioprotetora para a utilizacdo em pacientes portadores de cardiopatias isquémicas. Alguns
trabalhos mostraram que a estimulacdo colinérgica possibilita aumento da resposta vagal em
pacientes ap6s infarto agudo do miocdrdio, onde conhecidamente existe uma diminuicao da
atividade parassimpética (Androne et al., 2003; De Ferrari et al., 2011).

A acetilcolina (Ach) € o principal mediador quimico do ramo parassimpético do SNA,
€ sintetizada no citosol do nervo terminal, a partir da agdo da enzima colina acetiltransferase
que converte a colina livre e acetil-coA em acetilcolina, que é entdo estocada em vesiculas e
liberada através de estimulacdo vagal, atuando sobre receptores pds-sindpticos muscarinicos.
Os efeitos terminam pela rapida degradagao da acetilcolina pelas acetilcolinesterases (Vasegui
e Shivkumar, 2008). A acetilcolina se liga a receptores muscarinicos do miocardio,
predominantemente do tipo M,. Alguns estudos também apontam outros subtipos tais como
M, Mi, My e M5 presentes no coragdo de diferentes mamiferos, incluindo humanos (Wang et
al., 2001).

A sinalizag¢do colinérgica leva a uma diminui¢do da frequéncia cardiaca, das forcas
contriteis dos atrios e da velocidade de conducdo de ambos os nds sinoatrial e
atrioventricular. Os efeitos cronotrépicos e inotrépicos negativos sao mediados pela ligacdo
da acetilcolina ao receptor muscarinico My, ja que a ativacdo dos receptores M, € acoplada a
proteina G, através da via inibitéria Gi, causando inibicdo da enzima adenilato ciclase, com
consequente reduc¢do na producdo de AMPc, supressio de canais de Ca*™ voltagem-
dependentes e ativagdo de canais de K’ operados por receptores, sendo o aumento da
condutancia ao potéssio responsdvel pelos efeitos cronotrdpicos e inotrépicos. No entanto,

nos tecidos atrial e nodal, a atuacdo dos receptores M, ativa outra proteina G, a Gk, o que
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provoca um aumento direto do efluxo de K* pela abertura dos canais de K*, independente dos
sistemas de segundo mensageiro (Caulfield e Birdsall, 1998). Devido a este acoplamento
direto, ndo enzimdtico e independente de AMPc na via de ativagdo parassimpdtica, em
comparacao com a ativagao simpdtica, o coragdo responde mais rapidamente ao estimulo pelo
ramo parassimpdtico, e a influéncia do sistema parassimpatico também pode acabar muito
mais rapidamente. Isto, em particular, é porque, ao contrario da adrenalina, que € altamente
conservada e € recaptada pelos neurdnios apds a liberacdo, a acetilcolina é rapidamente
hidrolisada pela acetilcolinesterase e ndo existe um transportador de acetilcolina, uma vez que
sO colina € levada de volta para dentro do neur6nio para ser reutilizada em nova sintese de
acetilcolina pela colina acetiltransferase (Vasegui e Shivkumar, 2008).

Sabe-se que a estimulagdo vagal € capaz de proteger contra episddios de fibrilagao
ventricular, enquanto que a disfuncdo autondmica estd associada a graves arritmias
ventriculares (Waxman et al., 1988). Assim, € possivel que a estimulagao elétrica vagal direta
ou drogas de acdo parassimpaticomimética possam conferir cardioprotecao.

Estudos mostraram que a estimulacdo elétrica vagal em pacientes com insuficiéncia
cardiaca cronica, com grave disfunc¢do sistdlica, pode melhorar a funcio ventricular esquerda,
melhorando a qualidade de vida do paciente (De Ferrari et al., 2011).

Em ratos, a estimulacdo elétrica do nervo vago, 14 dias ap6s o infarto e durante seis
semanas, provocou a reducdo da frequéncia cardiaca, melhorou a efici€éncia do coracdo, e
exerceu funcdo protetora diminuindo o remodelamento do ventriculo esquerdo em longo
prazo e aumentando a sobrevivéncia dos animais (Li et al., 2004).

A estimulacdo vagal aplicada durante a isquemia miocardica aguda em ratos protegeu
contra arritmias ventriculares. A estimulacdo vagal preservou a forma fosforilada da conexina
43 (Cx43), o principal subtipo de proteina das jungdes gap nos ventriculos. A preservacdo da

conexina 43 manteve o acoplamento elétrico, fundamental na manutencdo da estabilidade
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elétrica, evitando a heterogeneidade de repolarizacdo e retardo na condugdo, que ocorrem
durante a isquemia (Ando et al., 2005).

A serina/treonina quinase Akt ou proteina quinase B (PKB) € um importante mediador
de vérias acdes metabdlicas da insulina, atua no crescimento celular, mas a maior atividade da
Akt/ PKB é mediar a sobrevivéncia celular. A Akt tem efeito direto na via da apoptose
celular, ligando-se a proteina pré-apoptética Bad. A proteina Bad se liga a Bcl-2 e Bel-x
inibindo o efeito anti-apoptético destas proteinas. No entanto, quando a Akt se liga a Bad,
ocorre fosforilagcdo do residuo Ser 136, inativando a proteina Bad. Sendo Bad liberado do
complexo formado pelo Bcl-2 e Bcl-x, essas proteinas ficardo livres para desempenhar melhor
sua funcdo anti-apoptdtica. O Bcl-2 é um conservador da mitocondria e impede que o
citocromo c seja a liberado (Orcy et al., 2008). A Akt também pode inativar a caspase 9
humana, conhecida como iniciadora e efetora da apoptose, por meio da fosforilacdo do sitio
Serina 196 (Song et al., 2005).

O fator induzido por hipdxia 1 alfa ou fator transcricional regulador da resposta
adaptativa a hipéxia (HIF-1a) € um importante fator de transcri¢do para a célula sob hipdxia,
pois ativa a expressdo de muitos genes de sobrevivéncia celular. O fosfatidil inositol-3
quinase (PI3-k) fosforila a Akt que eventualmente induz a ativagdo do HIF-1a, inibindo o
colapso mitocondrial. Assim a via PI3k/Akt/HIFla € uma importante via de sobrevivéncia
celular (Kandel e Hay, 1999).

A estimulacdo vagal também inibe o processo apoptético na isquemia do miocérdio. A
possivel explicagdo seria a ativagdo da via PI3k/Akt/HIFla intracelular. Isso reforca a
evidéncia de que a acetilcolina tem um efeito protetor sobre os cardiomidcitos de rato sujeitos
a hipéxia/ normodxia por aumentar a fosforilacdo da Akt, evitando assim a apoptose produzida

por hipdxia e o colapso do potencial de membrana mitocondrial (Kakinuma et al., 2005).
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A mitocondria tem papel decisivo na morte celular, relacionado a manuteng¢do do
gradiente eletroquimico pela membrana interna que praticamente € impermedvel a todos os
ions. A les@o isquémica pode ativar o mecanismo de apertura de um poro ndo especifico na
membrana mitocondrial interna, o Poro de Transicao de permeabilidade Mitocondrial (PTP).
A abertura prolongada do PTP leva a morte celular através da rdpida deplecdo de ATP e
ativacdo de mensageiros de morte celular, tais como as caspases. A estimulagdo elétrica do
nervo vago teve um efeito cardioprotetor, apds periodo de isquemia, reduzindo o tamanho do
infarto independente da frequéncia cardiaca e preservando a funcdo mitocondrial por bloquear
a abertura do Poro de Transi¢do de Permeabilidade (PTP) mitocondrial. Nesse estudo, a
estimulagdo vagal induziu a fosforilacio da Akt e Bad, que sdo importantes fatores pré-
mitocondriais de sobrevivéncia celular. A fosforilacdo de Bad impediu sua translocacdo para
mitocondria e ligagdo com Bcl2 (gene antiapoptético), o que € essencial para manter o PTP
fechado. A estimulagdo vagal também inibiu a liberacdo mitocondrial do citocromo ¢ no
citosol e ativacdo da caspase-3. Esses resultados demonstram que a estimulagdo vagal é capaz
de inibir as trés fases da morte celular por apoptose (Katare et al., 2009).

No trabalho desenvolvido por Uemura et al. (2010), apds 24 horas de isquemia-
reperfusdo, coelhos infartados que receberam estimulacdo vagal mostraram significativa
diminui¢do do infiltrado miocdrdico de neutréfilos e reduzida expressdao miocérdica do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-o) e matriz de metaloproteinases MMP-8 e MMP-9, quando
comparado com animais infartados que ndo receberam estimulagdo. A estimulagdo vagal
conseguiu suprimir as reacdes inflamatérias agudas. Contudo, a expressao das interleucinas
IL-6 e IL-1P ndo sofreu alteracdo pela estimulacido vagal. Em um segundo estudo, os coelhos
sujeitos a oclusdo coronariana e reperfusdo foram separados em dois grupos, um grupo

controle e um grupo que recebeu estimulacdo vagal por 3 dias. Apds 8 semanas, coelhos que
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receberam estimulacdo vagal tiveram significativa melhora na func¢io do ventriculo esquerdo,
menor dilatacdo, e ainda, significativa reduc@o no tamanho do infarto.

Outra forma de estimular a acdo vagal sobre o coragao, clinicamente menos invasiva, é
a utilizacdo de drogas com efeitos anticolinesterdsicos, que promovem aumento da
neurotransmissao parassimpdtica por, perifericamente, diminuir a degradacdo enzimadtica da
acetilcolina na jungao neuroefetora, prolongando a disponibilidade desse neuromediador e
aumentando seu tempo de atuagcdo nos receptores colinérgicos (Androne et al., 2003).

O Brometo de Piridostigmina é um composto sintético derivado do dcido carbamico
com acdo de inibir reversivelmente a acetilcolinesterase, ndo atravessa a barreira
hematoencefdlica e tem efeito colinérgico dose-dependente. Drogas com agado
anticolinesterdsica estdo relacionadas a ativacdo de receptores nicotinicos pelo aumento da
acetilcolina na placa motora do musculo esquelético ou nos ganglios autondmicos ou
receptores muscarinicos nas proximidades das terminagdes nervosas parassimpaticas
colinérgicas (Bibevski & Dunlap, 1999). A piridostigmina vem sendo usada na prética clinica
no tratamento dos sintomas relacionados a Miastenia gravis, por aumentar a concentracdo de
Ach na placa motora, aumentando o tonus e forca muscular. Também tem sido usada no
tratamento dos sintomas da doenca de Alzheimer, esclerose mdltipla e como medida
profildtica contra intoxicacdo por armas quimicas, tendo sido usada na guerra do Golfo
(Richtsfeld et al. 2013). Anticolinesterdsicos atuam diretamente nas terminacdes pos-
ganglionares cardiacas, aumentando a concentracdo de acetilcolina enddgena via hidrélise
reduzida e estimulando os receptores M, cardiacos (Behling et al., 2003).

No ambiente clinico, a disfun¢do autondmica, caracterizada pelo aumento da atividade
simpdtica e redu¢do da modulagdo vagal, provoca diminui¢cdo da variabilidade da frequéncia
cardiaca e estd envolvida na patogénese de arritmias ventriculares e morte subita cardiaca em

pacientes com doencga cardiaca (La Rovere et al., 2001). Estudos apontaram que a inibi¢do da
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acetilcolinesterase com brometo de piridostigmina provocou bradicardia de repouso, reduziu
arritmias ventriculares e aumentou a variabilidade da frequéncia cardiaca (Behling et al.,
2003). Também foram observados aumentos na variabilidade da frequéncia cardiaca e na
sensibilidade barorreflexa, sem modificagcdes hemodinamicas, em ratos normais tratados com
brometo de piridostigmina (Soares et al., 2004).

A estimulacao colinérgica com brometo de piridostigmina aumentou a recuperacao da
frequéncia cardiaca no primeiro minuto apds o exercicio, sugerindo uma melhora do tonus
parassimpdtico em pacientes com insuficiéncia cardiaca (Androne et al, 2003).

O tratamento prolongado com piridostigmina (Sabino et al., 2013; Sabino et al., 2013;
Lataro et al., 2013; Durand et al., 2014) melhorou os parametros cardiocirculatdrios e
autondmicos em ratos e camundongos com insuficiéncia cardiaca. A piridostigmina foi
eficiente na prevencdo da atenuacdo da sensibilidade barorreflexa, evitou mudangas na
frequéncia cardiaca intrinseca e no controle autondmico cardiovascular, examinado pela
variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial e tonus parassimpdtico cardiaco.
Contudo, ndo houve nenhum beneficio na melhora da fun¢do cardiaca apés um periodo de 6 a
7 semanas de insuficié€ncia cardiaca (Sabino et al., 2013).

Recentemente, Santos-Almeida et al. (2014) demonstraram os efeitos cardioprotetores
de uma dose unica, em bolus, de brometo de piridostigmina, administrada endovenosamente,
no inicio do infarto agudo do miocardio em ratos. Estes autores demonstraram que a
piridostigmina induziu uma répida, porém passageira bradicardia de cerca de 1,5 — 2 horas e
preveniu o prolongamento do intervalo QT atingido, bem como reduziu a incidéncia de
extrassistoles ventriculares associadas ao IAM. Tais efeitos foram associados com uma
significativa recuperacdo do contetido de conexina 43 no ventriculo esquerdo. Ainda que estes
efeitos cardioprotetores fossem marcantes, os autores ndo evidenciaram os efeitos da

piridostigmina sobre a frequéncia e duragdo de arritmias cardiacas mais graves, tais como
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taquicardia e fibrilacdo ventriculares, bem como ndo encontrarem um efeito significativo
sobre a taxa de mortalidade pds-IAM nas primeiras 4 horas de observacao (Santos-Almeida et
al., 2014).

E possivel que essa falta de efeitos significativos sobre a taxa de arritmias graves e
sobre a mortalidade seja decorrente do regime de administracdo da piridostigmina (dose tnica
em bolus), a qual provocou bradicardia apenas nas primeiras duas horas de observacdo. A
administracdo de uma segunda ou terceira dose de piridostigmina, a fim de manter a resposta
bradicardica ao longo de todo o periodo de observacdo, poderia trazer um beneficio mais

prolongado, afetando a incidéncia de arritmias graves e diminuindo a mortalidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar os efeitos da estimulacdo

colinérgica com brometo de piridostigmina na fase aguda do infarto do miocérdio em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 avaliar os efeitos da estimulacdo colinérgica na fase aguda do infarto do miocérdio sobre

parametros hemodinamicos cardiacos e respiratorios em ratos anestesiados.

2.2.2 Quantificar a duragdo e a frequéncia dos eventos arritmicos observados, bem como, o
tamanho do infarto e a mortalidade dos animais anestesiados submetidos ao infarto

agudo do miocérdio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Trinta e seis ratos Wistar machos com aproximadamente 16 semanas de idade (peso
aproximado de 300-450 gramas) foram empregados em todos os protocolos experimentais do
presente estudo. Os animais estiveram alojados no Biotério da disciplina de Fisiologia da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro em um ambiente com controle de temperatura
(23+1° C), umidade relativa (40-70%), ciclo claro-escuro de 12h/12h (luzes acesas as 7:00
horas), acondicionados confortavelmente em caixas plésticas (40 x 34 x 17 cm) forradas com
maravalha autoclavada e com livre acesso a racdo balanceada (Nuvilab) e dgua filtrada até o
dia do experimento. Todos os procedimentos foram realizados observando-se as normas

exigidas pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Laboratério (CEUA).

3.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.2.1 Preparacao para inducao do Infarto Agudo do Miocéardio

Apoés anestesia com tiopental sédico (40 mg/Kg via intraperitoneal), a traqueia foi
canulada (polietileno PE-240) e conectada a um ventilador artificial (Animal Ventilator,
Columbus Instruments, Columbus, Ohio, USA), com volume corrente de ventilagdo e
frequéncia respiratéria de 3 ml e 90 resp./minuto, respectivamente. O ventilador tem como
finalidade permitir a posterior abertura do torax para a ligadura da artéria coronaria.

A cirurgia de preparacdo para induc@o do infarto do miocardio foi produzida segundo
técnicas previamente descritas (Selye et al., 1960; Pfeffer et al., 1979). O animal, ainda sob

ventilacdo controlada, foi mantido em mesa cirirgica em decubito dorsal, imobilizado e
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submetido a tricotomia da regido da face anterior do hemitérax esquerdo e antissepsia (dlcool
iodado). Uma incisdo lateral de aproximadamente 3 cm e a divulsdo dos musculos peitoral e
transverso permitiu a toracotomia no 4° ou 5° espago intercostal esquerdo. O coracdo foi
exteriorizado rapidamente por compressao lateral do térax. Apds a ruptura do pericardio, um
fio de sutura (mononylon 5-0) foi passado em torno da artéria corondria descendente anterior
esquerda a uma distancia cerca de 3-4 mm abaixo de sua origem, entre a borda do atrio
esquerdo e o sulco da artéria pulmonar.

Adaptando a técnica descrita no trabalho de Johnston, MacLeod e Walker (1983), um
oclusor foi desenvolvido, isto €, uma das extremidades do fio de sutura (mononylon 5-0), que
foi passado em torno da artéria corondria, foi fixada na guia de polietileno (PE-10) enquanto
que a outra extremidade foi passada por dentro da guia de polietileno, através da borda
alargada da guia, formando um lago que poderia ser apertado puxando-se o fio de sutura
através da guia na sua extremidade exteriorizada. Esse oclusor foi suturado na parede do térax
e exteriorizado na regido do pescoco, de modo que essa técnica permitiu que o fio em torno da
corondria fosse posteriormente tracionado para produzir uma completa oclusdo da corondria
durante o protocolo experimental (Johnston, MacLeod e Walker, 1983).

A seguir, o coracdo foi rapidamente recolocado na cavidade tordcica. O torax
expandido por aumento do volume corrente do ventilador, e entdo fechado e submetido a uma
drenagem do pneumotérax cirirgico por aspiragdo a vacuo do conteido aéreo do espago
pleural esquerdo, por meio de um cateter exteriorizado na incisdo cirurgica. Apds a drenagem
do pneumotérax e fechamento da caixa torédcica, foi realizada novamente a expansdo
pulmonar com o ventilador artificial e em seguida, o fechamento da pele.

Ao final da cirurgia, foi feita aplicacdo intramuscular de anti-inflamatdrio e antibidtico
(Voltarem 75 mg em 0,5 ml e Pentabidtico em 0,3 ml, i.p.) em todos os animais que, em

seguida, ficaram em recupera¢do por 7 a 10 dias. Cada rato ficava isolado em uma caixa por 3
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dias para recuperagdo pOs cirtrgica. Apds esse periodo, os animais eram agrupados, para

evitar estresse por isolamento social.

3.2.2 Canulacio dos vasos femorais

Sete a dez dias depois, apds anestesia com uretana (1,2 g/kg, i.p.) os animais foram
colocados em decubito dorsal e a tricotomia feita na regido medial do membro posterior
esquerdo. Apds a incisdo, foram implantadas na artéria e veia femoral esquerda canulas de
polietileno (PE-10 fundido a uma extensdo de PE-50) (Clay Adams Brand, Polyethylene
Tubing, Becton Dickinson, Sparks, USA, PE 10 e PE 50) preenchidas com uma mistura de
heparina e solugdo fisiolégica. O intuito desse procedimento € permitir a aquisi¢do de sinais
de pressdo arterial (cateter arterial) e a infusdo de drogas ou anestésico (cateter venoso),

respectivamente.

3.3 ESTUDO ELETROCARDIOGRAFICO

O estudo eletrocardiografico convencional, antes da indu¢do do infarto e
imediatamente apds a indu¢do do infarto ou cirurgia ficticia (sham) foi realizado com os
animais anestesiados com uretana (1,2 g/Kg de massa corpdrea, i.p) em dectbito dorsal.
Dessa forma, foi realizado um registro eletrocardiografico completo (6 derivacdes do plano
frontal e/ou 6 derivacdes precordiais) utilizando-se um eletrocardidgrafo de 6 canais (ER 661
Micromed Budapst, Hungria) conectado a um sistema de aquisicdio de dados
(WINDAQ/PRO, DATAQ Instruments, Inc., Akron, OH, USA) acoplados a um computador
pessoal. Eletrodos em agulha foram conectados ao animal de acordo com o padrao

estabelecido para obtencdo das derivagdes classicas bipolares (DI, DII e DIII) e Unipolares



40

(aVR, aVL e aVF) do membros. As derivagdes precordiais foram as seguintes: V1= eletrodo
colocado no 4° espaco intercostal sobre a linha parasternal direita; V2= eletrodo a esquerda do
esterno no 4° espago intercostal; V3= eletrodo situado entre as posi¢des V2 e V4; V4= o
eletrodo é colocado no 5° espago intercostal esquerdo na linha hemiclavicular; V5 = eletrodo
no 5° espago intercostal esquerdo na linha axilar anterior ¢ V6 = o eletrodo é colocado ao

nivel de V4 sobre a linha axilar média.

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ap6s 7 a 10 dias de recuperagdo da cirurgia de preparacdo para inducdo do infarto, o
rato foi selecionado aleatoriamente em uma das caixas e anestesiado com uretana (1,2 g/Kg
via intraperitoneal) para cirurgia de canulacdo dos vasos femorais. Apds os procedimentos
cirtirgicos citados e ainda sobre ac@o do anestésico, o animal foi conectado a um transdutor de
pressdo através da canula da artéria femoral para a medida da pressdo arterial e a um
amplificador de sinais (Model 8805A, Hewlett-Packard, USA). A seguir, o rato foi entubado
tendo a traqueia canulada (polietileno PE-240) e ligada, através de um tubo em Y, a um
monitor de CO, do ar expirado (Capstar, Harvard Apparatus, USA). Esse monitor é
fundamental para se avaliar o estado de ventilacdo espontanea do animal. Também foram
conectados os eletrodos convencionais do eletrocardiograma, para o registro das seis

derivagdes simultaneas do plano horizontal, como descrito acima.
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3.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

No presente trabalho, quatro grupos experimentais foram estudados:
a) grupo sham tratado com solucdo fisioldgica (n=8);
b) grupo sham (cirurgia ficticia em que o fio de sutura foi passado fracamente, ndo obstruindo
a corondria) tratado com brometo de piridostigmina (n=38);
¢) grupo infartado tratado com solucao fisioldgica (n=10);

d) grupo infartado tratado com brometo de piridostigmina (n=10).

3.6 ANALISE DE DADOS

Os sinais de ECG, pressdao arterial e CO, no volume respiratério corrente foram
coletados em uma frequéncia de amostragem de 2000 Hz do um sistema computadorizado de
aquisicdo de dados (WINDAQ/PRO, DATAQ Instruments, Inc., Akron, OH, USA) e
posteriormente armazenados em discos laser, para ulterior andlise “off-line”.

Os sinais de pressdo arterial, ECG, e CO, tiveram registros em condi¢des basais por
aproximadamente 20 minutos. Em seguida, o fio de sutura em torno da artéria corondria
esquerda foi tracionado por dentro do polietileno e fixado na parede do mesmo por
aquecimento, instalando-se assim uma oclusdo aguda do fluxo sanguineo pela artéria
corondria. Apds um periodo de estabilizacdo da preparacdo e de um registro basal da PA de
aproximadamente 5 minutos, um grupo de animais recebeu solu¢do salina enquanto que no
outro grupo de animais infartados o protocolo de estimulacido colinérgica com brometo de
piridostigmina teve inicio. Nesse estudo, a piridostigmina foi administrada em bolus, com
doses ajustadas para cada animal (0,3 mg/Kg/bolus, 0,5 mg/Kg/bolus ou 0,6 mg/Kg/bolus i.v.)

de modo que a frequéncia cardiaca diminuisse de 10-20% de seu valor basal pré-tratamento.
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O bolus foi administrado a cada hora para prolongar o efeito da piridostigmina ao longo das
quatro horas do experimento.

Todos os parametros foram, em seguida, continuamente registrados por um periodo
maximo de quatro horas ou até a morte espontanea do animal. Nenhum procedimento de
ressuscitacao foi realizado em caso de arritmia fatal. Imediatamente apds a morte espontanea
ou no final das quatro horas de registro, no caso dos os animais sobreviventes sacrificados
com uma alta dose de quetamina intravenosa (200 mg/kg i.v.), os coracdes foram removidos e

processados para a avaliacdo do tamanho do infarto.

3.6.1 Arritmias cardiacas

Intervalo RR, PA média e respiragdo foram medidos a intervalos regulares antes e
durante o periodo de 4 horas apds a ligadura corondria.

As arritmias verificadas no ECG foram analisadas obedecendo as convengdes de
Lambeth (Walker et al., 1988). Taquicardia ventricular (TV) serd definida como 4 ou mais
extrassistoles ventriculares consecutivas. Fibrilacdo ventricular (FV) serd definida como um
sinal que se altera aleatoriamente tanto em frequéncia quanto em morfologia. O nimero e a
duracdo de cada episddio de TV ou FV serd quantificado por rato e usado como um indice de
arritmia de cada animal.

Arritmias foram classificadas em extrassistoles ventriculares ou contracdes
ventriculares prematuras (CVP), taquicardia ventricular (TV) ou flutter e fibrilagao ventricular
(FV). Quatro ou mais eventos consecutivos de CVP foram considerados TV. Na taquicardia
ventricular (> 500 batimentos/min), a pressao arterial diminuiu ligeiramente e o0 ECG mostrou
uma falta de ritmo sinusal, com complexos QRS alongados. No flutter o ECG evidencia
complexos QRS alargados associados a queda da pressdao arterial para 30-60 mmHg. A

fibrilacdo ventricular foi quantificada seja como padrdo cldssico ou como “torsades de



43

pointes” (inversdo das pontas), enquanto a pressdao arterial caiu abruptamente a
aproximadamente 0 (zero) mmHg (Johnston, MacLeod e Walker, 1983). Alguns ratos tiveram
defeitos de conducdo atrioventricular e (ou) bradicardia que foram registrados como episodios

de bradicardia.

3.6.2 Pontuacao das arritmias cardiacas

Historias de arritmia foram pontuadas em uma escala de 0-8 de arritmia para o periodo
apos a ligacdo de 0-4h. O valor 0 (zero) foi dado para ocorréncia de 0-50 episddios de
contragdes ventriculares prematuras (CVP) sem taquicardia ventricular (TV) ou fibrilagdo
ventricular (FV); 1 para 50 a 500 episddios de CVP somente; 2 para mais de 500 CVP ou um
episddio espontaneamente reversivel de TV ou FV; 3 para mais do que um episédio de TV ou
FV reversiveis espontaneamente, ou um ou mais episddios de TV ndo espontaneamente
reversiveis com duragdo inferior a 60 s; 4, por episodios reversiveis de TV e (ou) de FV
durando de 60s a 120 s; 5, para episodios de TV ou FV com duragdo superior a 120s; 6, para
episddio irreversivel de FV causando morte dentro de 15-240min da ligadura; 7, para a
episddio de FV fatal dentro de 4-15min da ligadura e, finalmente, 8, para FV fatal dentro de 4
minutos da ligadura coronariana. Esta escala € baseada em escalas anteriores (Au et al. 1979;

Johnston, MacLeod e Walker, 1983).
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3.7 AVALIACAO DO TAMANHO DO INFARTO

Baseando-se no trabalho realizado por Opitz et al. (1995), dois métodos foram
empregados para a avaliagdo do tamanho do infarto: a injecdo do corante Azul de Evans e a
colorac¢ao histolégica com o Cloreto de Trifenil Tetrazolium (TTC). O ventriculo esquerdo foi
cortado transversalmente em 4 a 6 fatias de cerca de 2 mm de espessura, apds a inje¢ao de
corante ou antes da coloracdo com o TTC. O azul de Evans 1% foi empregado na estimativa
do tamanho do infarto para aqueles coragdes que pararam com até 3 horas ap6s a ligadura, um
periodo onde a necrose ainda ndo foi completamente instalada. O azul de Evans foi injetado
dentro das corondrias através de uma injecdo retrograda pela aorta ascendente. Nos coragdes
que pararam com mais de 3 horas ap6s a ligadura da corondria, o tamanho da drea necrética
instalada foi avaliado pela incubagao das fatias de ventriculo esquerdo em solu¢do de TTC a
1% por 10-15 minutos em pH 7,8 e 37°C, seguido pelo banho das fatias por 5-10 minutos em
formol a 10% para melhorar o contraste de cor. O TTC cora o tecido miocardico vidvel de
vermelho escuro, ja que essa substancia reage com o NADH e com as enzimas desidrogenases
formando um precipitado vermelho denominado formazan. Por outro lado, a isquemia
promove a retirada das enzimas desidrogenases das células necréticas fazendo com que ndo
haja rea¢do quimica e a colorag¢do da area infartada permaneca palida.

Apoés este processamento as fatias também foram fotografadas (camera digital Sony
cyber-shot) com o auxilio de uma lupa com aumento de 6,3 vezes. As imagens foram
arquivadas e posteriormente analisadas pelo programa Image J (Image J 1.29, National
Institute of Health, USA). O tamanho da drea nao-perfundida ou necrdtica para ambas as
superficies endocardica e epicardica de cada fatia foi determinado por planimetria das 1aminas
fotograficas. O comprimento da drea enfartada e a circunferéncia total de cada fatia para as
superficies endocdrdica e epicardica foram somadas separadamente. A razdo destas somas

definiu o tamanho do infarto em cada superficie do miocardio. O tamanho total do infarto foi
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estimado pela média do tamanho do infarto para cada superficie de corte multiplicada por
100. A transmuralidade do infarto foi quantificada pela razdo entre o tamanho do infarto da

superficie epicardica dividido pelo tamanho do infarto na superficie endocérdica.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os valores foram expressos como média + erro padrdo. Para os pardmetros
normalmente distribuidos quantificados ao longo do tempo, foi empregada uma ANOVA
“two way” para medidas repetidas, seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey.
Para as varidveis quantitativas coletadas dos animais infartados, como o tamanho do infarto,
frequéncia de arritmias, duracdo de episodios de arritmia, entre outras, o teste t-Student ou o
teste de Mann Whitney foi empregado quando apropriado. Curvas de Kaplan-Meier para
sobrevida e percentual de animais livres de arritmias foram comparadas nos dois grupos de
animais pelo teste — F de Cox. Para todas as comparacdes, uma p < 0,05 foi considerada

significante.
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4. RESULTADOS

4.1. PARAMETROS BASAIS INICIAIS

Os animais utilizados no experimento apresentaram pesos corporais finais (em gramas)
similares entre si (grupo Sham-Sal = 413+11g, grupo Sham-Pir = 368+20g, grupo Inf-Sal =
382+10g e grupo Inf-Pir = 393+15g, p ndo significativo).

Os parametros hemodindmicos e respiratdrios basais iniciais antes e apds o
procedimento indutor do infarto agudo do miocérdio pela ligadura ou nao da artéria corondria

descendente anterior podem ser observados na tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Valores médios (ferro padrio) de frequéncia cardiaca (FC, em bpm), pressdao
arterial média (PAM, em mmHg), concentragdo de CO2 no volume respiratério corrente
(CO2c, em %) e frequéncia respiratoria (FR, em rpm) nos quatro grupos experimentais
medidos nos primeiros 20 minutos antes (periodo basal) e apds os primeiros 5 minutos de
infarto agudo do miocardio (IAM), induzido por ligadura da artéria corondria descendente
anterior.

Sham-Sal Sham-Pir Inf-Sal Inf-Pir
(n=8) (n=8) (n=10) (n=10)

Periodo Basal (20min.)
FC (bpm) 37747 394410 371+16 392410
PAM (mmHg) 777 9445 9245 97+4
CO2¢ (%) 3,31+0,10 3,28+0,20 3,3240,21 3,28+0,24
FR (rpm) 14349 12619 142410 171%11
Pés-IAM (5min.)
FC (bpm) 37547 390410 4344]15%% 448+13%
PAM (mmHg) 7446 93+4 9545 99:+4
CO2c (%) 3,15+0,11 3,29+0,19 3,19+0,22 3,13+0,23
FR (rpm) 15012 123415 149+12 17017

mmHg = milimetro de merctrio; bpm = batimentos por minuto, rpm = respiracdes por
minuto, min. = minutos. *p<0,05 versus Inf-Sal basal, #p<0,05 versus Inf-Pir basal, &p<0,05
versus Sham-Sal no pés-IAM.
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Note que os parametros basais medidos nos 20 minutos iniciais antes do infarto nao
diferiram entre os quatro grupos experimentais, como esperado. Apds a ligadura da artéria
corondria, os parametros de PAM, CO2 corrente ¢ FR se mantiveram constantes nos
primeiros 5 minutos de registro, enquanto a frequéncia cardiaca sofreu um significativo
aumento nos animais infartados (Tabela 1).

Além da elevacao da frequéncia cardiaca, foi notério também a quase imediata
modificacdo do segmento ST do eletrocardiograma, o qual sofreu uma progressiva elevagao,
principalmente nas derivacdes precordiais V3, V4, V5 e V6 iniciando-se por volta de 2-3
segundos apoés a ligadura e evoluindo até a estabilizacdo cerca de 1 minuto depois (Figura 1).
Este evento eletrocardiogréfico, a elevagao de ST, foi observado em todos os 20 animais
infartados, denotando uma possivel lesdo isquémica em parede anterior e lateral do ventriculo
esquerdo, drea normalmente perfundida pela artéria corondria descendente anterior.

Neste periodo inicial de 5 minutos prévio ao inicio do tratamento com brometo de
piridostigmina, extrassistoles ventriculares frequentes foram observados em 6 (60%) animais
do grupo infartado que recebeu salina (Inf-Sal) e em 4 (40%) dos animais do grupo infartado
que recebeu brometo de piridostigmina (Inf-Pir). Episédios de taquicardia ventricular foram
observados em um animal (10%) do grupo Inf-Sal e em um animal (10%) do grupo Inf-Pir.

Nenhuma morte foi observada neste periodo inicial de 5 minutos apds a inducdo de IAM.

4.2. ADMINIS'I:RA(;AO DE BROMETO DE PIRIDOSTIGMINA NOS ANIMAIS
CONTROLES NAO-INFARTADOS (SHAM)

Com o objetivo de evidenciar os efeitos hemodinamicos, autondmicos e respiratorios
do brometo de piridostigmina injetado endovenosamente, 16 animais submetidos a cirurgia
ficticia de implante do oclusor corondrio foram divididos em dois grupos experimentais: um

grupo que recebeu bolos endovenosos de solucao salina fisiolégica a 0,85% (Sham-Sal, n=8)
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Figura 1: Tracado dos sinais de pressdo arterial (PA), CO2 corrente e eletrocardiograma nas derivacdes precordiais V1 a V6 de um animal
representativo do grupo infartado tratado com salina (Inf-Sal) em diferentes tempos (em segundos, s), registrados ao longo dos primeiros 5
minutos de indu¢do do IAM. Note a elevacdo do ponto J (segmento ST) a partir de 2,35 segundos e estabiliza¢do da elevacdo a partir de 56,33

segundos.
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e outro grupo que recebeu doses endovenosas em bolos (2 a 4 bolos) de brometo de
piridostigmina (variando de 0,3mg/Kg a 0,6mg/Kg, dose total média do grupo =
1,41£0,22mg/Kg). Tais dosagens variadas neste grupo aconteceram uma vez que o intuito
central foi induzir uma queda da frequéncia cardiaca em torno de 15% (35-50bpm) do valor
basal da FC. Os efeitos do brometo de piridostigmina sobre a frequéncia cardiaca, pressao
arterial média, CO2 corrente e frequéncia respiratéria no grupo de animais sham tratados em
comparacdo com o grupo sham que recebeu inje¢do de salina podem ser observados na figura
2 abaixo.

Pode se notar que o brometo de piridostigmina provocou uma imediata bradicardia nos
animais Sham—Pir (em torno de 15% do valor basal), a qual se manteve durante as 4 horas de
observacao (Figura 2A). Além da bradicardia, nenhuma outra alteracdo no ECG foi notada. O
brometo de piridostigmina ndo induziu modificacdes significativas nas outras varidveis

(Figura 2B, 2C e 2D).

4.3. ADMINISTRACAO DE BROMETO DE PIRIDOSTIGMINA NOS ANIMAIS
INFARTADOS (INF)

4.3.1. Parimetros Hemodinidmicos, Autondmicos e Respiratérios

Vinte animais submetidos a cirurgia de implante do oclusor corondrio para induciao do
infarto agudo do miocardio foram divididos em dois grupos experimentais: um grupo que
recebeu apdés 5 minutos do IAM bolos endovenosos de solugdo salina fisiologica a 0,85%
(Sham-Sal, n=10) e outro grupo que recebeu ap6s 5 minutos do IAM doses endovenosas em
bolos (2 a 4 bolos) de brometo de piridostigmina (variando de 0,3mg/Kg a 0,6mg/Kg, dose

total média do grupo = 1,00+£0,07mg/Kg, p<0,05 versus grupo Sham-Pir). Tais dosagens
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Figura 2: Valores médios (terro padriao) das alteracdes em relacdo ao basal da frequéncia
cardiaca (FC, em bpm, painel A), pressao arterial média (PAM, em mmHg, painel B), CO2
corrente (CO2c, em %, painel C) e frequéncia respiratéria (FR, em rpm, painel D) dos grupos
sham tratado com salina (Sham-Sal) ou com brometo de piridostigmina (Sham-Pir) ao longo
do protocolo experimental. Seta vertical longa marca indugdo ficticia do IAM e seta vertical
curta marca o inicio do tratamento. *p<0,05 versus grupo Sham-Sal.
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variadas neste grupo aconteceram uma vez que o intuito central foi induzir uma queda da
frequéncia cardiaca da ordem de 15% do valor basal da FC prévio ao tratamento

Os efeitos do brometo de piridostigmina sobre a frequéncia cardiaca, pressao arterial,
CO2 corrente e frequéncia respiratoria dos animais sobreviventes tanto do grupo de animais
infartados tratados com brometo de piridostigmina, como do grupo infartado que recebeu
injecdo de salina podem ser observados na figura 3 abaixo.

Pode se notar que o brometo de piridostigmina provocou uma imediata bradicardia nos
animais sobreviventes do grupo Inf—Pir (cerca de 15%-20% do valor basal), a qual se manteve
durante as 4 horas de observagdo (Figura 3A). Além da bradicardia, pode se observar também
que nos animais infartados tratados com brometo de piridostigmina, uma hipotensao arterial
significativa foi observada a partir da terceira hora de acdo do brometo de piridostigmina
(Figura 3B). Ainda que nenhuma diferenca significativa tenha sido observada nos parametros
de CO2 corrente e frequéncia respiratoria entre os grupos Inf-Pir e Inf-Sal, o CO2 corrente
sofreu uma queda significativa ao longo do experimento, quando comparado aos animais

Sham-Sal (p<0,05 a partir da terceira hora de observacao).

4.3.2. Taxa de Sobrevida

Dos 10 animais infartados no grupo infartado que recebeu salina (Inf-Sal), quatro
(40%) morreram ao longo das quatro horas de observacdo. J4 dos 10 animais infartados
tratados com o brometo de piridostigmina (grupo Inf-Pir), apenas 1 animal (10%) veio a
falecer durante o periodo de quatro horas de tratamento. As curvas de Kaplan-Meier de
sobrevida nos dois grupos podem ser observadas na figura 4 abaixo. Uma forte tendéncia de
melhor sobrevida foi observada no grupo tratado com brometo de piridostigmina (P=0,081

versus grupo Inf-Sham, avaliado pelo teste-F de Cox). As mortes nos animais Inf-Sal foram
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Figura 3: Valores médios (terro padriao) das alteracdes em relacdo ao basal da frequéncia
cardiaca (FC, em bpm, painel A), pressdo arterial média (PAM, em mmHg, painel B), CO2
corrente (CO2c, em %, painel C) e frequéncia respiratéria (FR, em rpm, painel D) dos grupos
de animais infartados tratado com salina (Inf-Sal) ou com brometo de piridostigmina (Inf-Pir)
ao longo do protocolo experimental. Seta vertical longa marca inducao do IAM e seta vertical
curta marca o inicio do tratamento. *p<0,05 versus grupo Inf-Sal.
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decorrentes de faléncia mecanica (hipotensdo arterial grave) em trés animais e fibrilacdo
ventricular em um animal, enquanto a morte observada no grupo Inf-Pir foi decorrente de

faléncia mecanica (hipotensao arterial grave).
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Figura 4: Curvas de sobrevida de Kaplan-Meier para os grupos de animais infartados tratado
com salina (Inf-Sal) ou com brometo de piridostigmina (Inf-Pir) ao longo das quatro horas de
observacdo. Note o valor de p=0,081 avaliado pelo teste-F de Cox.
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4.3.3. Arritmias Cardiacas

Como ja descrito anteriormente na secao 4.1, apds a indu¢do do IAM ambos os grupos
nos primeiros 5 minutos antes do tratamento ji evidenciaram a ocorréncia frequente de
arritmias, principalmente extrassistoles ventriculares isoladas ou as vezes com periodos de
bigeminismo e mais raramente episddios de taquicardia ventricular ndo sustentada de curta
duracdo. Apds os 5 minutos iniciais € ao longo das quatro horas de tratamento indmeros
episodios de extrassistoles ventriculares (ESV) isoladas ou em bi- ou trigeminismo foram
observados (figura 5). Ainda que o tratamento com o brometo de piridostigmina tenha sido
capaz de reduzir a frequéncia de ocorréncia das ESVs (273+£79/100.000 batimentos versus
598+310/100.000 batimentos no grupo Inf-Sal) e aumentar o percentual de animais sem EVSs
ao longo das 4 horas (20% ao final das 4horas versus 0% nos animais Inf-Sal), tais diferencas
em relacdo aos animais que receberam apenas salina ndo atingiram niveis de significancia
estatistica (Figuras 5 e 6).

Incontaveis episddios de taquicardia ventricular (TV) ndo sustentada, alguns com
descompensa¢dao hemodinamica e hipotensao arterial severa (caracterizado assim como flutter
ventricular) (figuras 7 e 8) foram observados em 9 (90%) animais do grupo infartado sham e
em 6 (60%) animais do grupo infartado tratado (p=0,303 pelo teste exato de Fisher). Ainda
que o tratamento com o brometo de piridostigmina tenha sido capaz de reduzir a frequéncia de
ocorréncia (3,7+1,5/hora versus 18,74£9,3/hora no grupo Inf-Sal), a duracdo média (4,2+2,1s
versus 13,1+11,4s no grupo Inf-Sal) e a duracdo total (16,2+10,3s versus 64,3+51s no grupo
Inf-Sal) dos episddios de taquicardia/flutter ventriculares e, em adi¢do, aumentar o percentual
de animais sem taquicardia/flutter ventriculares ao longo das 4 horas (40% ao final das 4horas
versus 10% dos animais Inf-Sal), tais diferencas em relacdo aos animais que receberam

apenas salina ndo atingiram niveis de significancia estatistica (Figura 8).
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Figura 5: Tracados dos sinais de pressao arterial (PA), CO2 corrente e eletrocardiograma nas derivacdes precordiais V1 a V6 de um animal
representativo do grupo infartado tratado com salina (Inf-Sal) no periodo basal (2 esquerda) e depois de 10 minutos do IAM (a direita),
mostrando algumas extrassistoles ventriculares, indicadas por setas.
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ESVs ao longo das quatro horas. Note a tendéncia de protecdo do brometo de piridostigmina,
ainda que nao significante (p=0,106).
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Figura 8 (Painel A): Episodios de taquicardia/flutter ventriculares (nimero/hora). (Painel B):
Duracao total de taquicardia/flutter ventriculares (em segundos). (Painel C): Duracdo média
de taquicardia/flutter ventriculares (em segundos). (Painel D): Curvas de Kaplan-Meier do
percentual de animais sem taquicardia/flutter ventriculares ao longo das quatro horas. Note a
tendéncia de protecao do brometo de piridostigmina, ainda que nao significante (p=0,218).
Fibrilagdo ventricular foi observada em dois animais do grupo infartado que
receberam salina, sendo uma delas, fatal (Figura 9). Dois animais do grupo infartado tratado
com brometo de piridostigmina também apresentaram episddios de fibrilacdo ventricular,
porém foram de curta duragdo (<25 segundos), ndo sustentadas e ndo indutoras de morte. A
duracdo média dos episddios de fibrilagdo ventricular foi menor (8,7£3,9s versus 56,9+23,0s
no grupo Inf-Sal, p<0,05), assim como a duracao total dos eventos de fibrilagdo ventricular

nos ratos acometidos foi significativamente reduzida nos animais tratados com o brometo de

piridostigmina (26,0+0,8s versus 227,9+26,52 no grupo Inf-Sal, p<0,05) (Figura 10).
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Figura 9: Tracado dos sinais de pressdo arterial (PA), CO2 corrente e eletrocardiograma nas derivacOes precordiais V1 a V6 de um animal
representativo do grupo infartado tratado com salina (Inf-Sal) evidenciando um periodo prolongado de fibrilagdo ventricular, o qual provocou o
obito do animal.
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Episddios de bradicardia, seja por bloqueios atrioventriculares de segundo ou terceiro
grau (total) ou bradicardia sinusal severa (figura 11) foram observados em 4 (40%) animais
do grupo infartados recebendo salina, sendo um deles associado ao evento fatal, e em 4 (40%)
dos animais infartados tratados com brometo de piridostigmina. Nestes animais nenhum
evento de bradicardia foi associado a evento fatal. A duracdo total dos eventos de bradicardia
tendeu a ser maior nos animais infartados tratados com brometo de piridostigmina
(31,7£10,9s versus 13,9+4,5s nos animais Inf-Sal, p=0,183), enquanto que a duracdo média
foi similar entre os dois grupos (6,5+2,6s no grupo Inf-Pir e 7,3+2,5s no grupo Inf-Sal)
(Figura 12).

Apés a quantificacdo da pontuacdo dos eventos arritmicos globais para cada animal
em ambos os grupos infartados, verificou-se que o tratamento com o brometo de
piridostigmina levou a uma significante redu¢do da pontuacdo total de arritmia (2,2+0,3

versus 3,7£0,5 no grupo Inf-Sal, p<0,05) (Figura 13).
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Figura 11: Tragado dos sinais de pressdo arterial (PA), CO2 corrente e eletrocardiograma nas derivagdes precordiais V1 a V6 de um animal
representativo do grupo infartado tratado com salina (Inf-Sal) evidenciando um periodo de bradicardia por bloqueio atrio-ventricular do segundo
grau, logo apds a reversao espontanea de uma fibrilacao ventricular.
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Figura 13: Valores médios (*erro padrdo) da pontuacdo total de arritmias cardiacas nos
grupos Inf-sal e Inf-Pir. (p<0,05 versus Inf-Sal).

4.3.4. Tamanho do Infarto Agudo do Miocardio

O tamanho do infarto do miocardio logo apds a morte espontdnea ou a eutandsia ao
final das 04 horas de observagao foi quantificado pelo método de perfusdao com azul de Evans
em 4 coracdes que vieram a Obito antes das 3 horas de oclusdo da artéria corondria ou pelo
método da incubag¢do em TTC em 16 coragdes processados apods trés horas do infarto (Figura
14). O tamanho do infarto no grupo tratado com brometo de piridostigmina (53,2+3,9%) ndo
diferiu daquele medido nos animais infartados que receberam salina (56,6+2,8, p = nao
significativo). A transmuralidade do infarto medido pela razdo comprimento epicéardico
infartado/comprimento endocardico infartado no grupo Inf-Pir (1,35+0,04) também ndao

diferiu do grupo Inf-Sal (1,34+0,03, p = nao significativo) (Figura 14).
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Figura 14: (Painel A): Cortes de coragdo infartado incubados com TTC a fim de quantificar o
tamanho da drea cardiaca infartada (coloragdo pdlida) em relacdo ao miocdrdio nao-infartado
(coloracao avermelhada pela impregnacdo do TTC) nos animais tratados com brometo de
piridostigmina ou salina. (Painel B): Tamanho do infarto (em % do perimetro cardiaco).
(Painel C): Transmuralidade.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstra pela primeira vez que a administracdo endovenosa em
bolos repetidos de brometo de piridostigmina, um agente anticolinesterasico, em ratos com
infarto agudo miocdrdio induzido por oclusdo da artéria corondria descendente anterior
promove protecdo miocardica, reduzindo significativamente a incidéncia de arritmias
complexas com forte tendéncia de aumento da sobrevida dos animais nas primeiras quatro
horas de tratamento. Tais efeitos foram acompanhados de bradicardia sinusal leve a
moderada, de inicio imediato e estdvel associado a leve hipotensdo arterial sistémica a partir
da segunda hora de tratamento. O tratamento ndo modificou a extensdo da drea infartada.
Ainda que os possiveis mecanismos moleculares deste efeito ndo tenham sido explorados
neste trabalho, tais resultados confirmam e ampliam dados anteriores da literatura, abrindo
uma enorme perspectiva de possivel uso clinico futuro deste fairmaco como terapia adjuvante
no tratamento do infarto agudo miocardio em seres humanos.

Tendo em vista que o possivel efeito do brometo de piridostigmina deve envolver uma
modificacdo no balango autondmico do cora¢do, com uma potenciacdo da atividade vagal
parassimpdtica e uma reducao da atividade simpdtica cardiaca (Soares et al., 2004), o uso de
anestésicos poderia mascarar os eventuais efeitos autonomicos do brometo de piridostigmina
nos animais anestesiados, como j4 atestado por inimeros trabalhos anteriores (Maggi e Meli,
1986; Carruba et al., 1987). Entretanto, nas doses empregadas, e em ratos normais nao
infartados, o brometo de piridostigmina injetado endovenosamente em 2 a 4 bolos foi capaz
de induzir uma bradicardia sinusal leve a moderada (10-15%) e mantida ao longo das 4 horas
de estudo. Esta bradicardia ndo foi associada a hipotensdo arterial e nem a modifica¢des
respiratorias. Tais achados confirmam aqueles encontrados por Santos-Almeida et al. (2014),
em ratos normais nao infartados anestesiados, em que uma tnica dose endovenosa em bolos

induziu também uma leve bradicardia sinusal sem hipotensao arterial, a qual durou por cerca



67

de 1-2horas (Santos-Almeida et al., 2014). Em nosso protocolo, entretanto, devido a repeticao
de um a trés bolos adicionais, a bradicardia sinusal se manteve estavel ao longo de todo o
periodo de registro de 4 horas. Embora no presente trabalho, ndo tenha sido executado
nenhum teste para demonstrar os efeitos autondmicos diretos do brometo de piridostigmina
aumentando a atividade parassimpdtica vagal e eventualmente reduzindo a atividade
simpdtica cardiaca, a bradicardia sinusal observada fortemente sugere tal efeito, como
demonstrado por Santos-Almeida et al. (2014), em protocolo similar com inje¢do de tnico
bolo. Em adi¢a@o, o brometo de piridostigmina ndo parece ter efeitos diretos independentes do
sistema nervoso autdnomo no né sinusal nem de ratos e nem de seres humanos (Zimmerman
et al., 2010, Almeida-Santos et al., 2014). Tendo em mente um eventual uso clinico futuro da
piridostigmina endovenosa, a mesma nao induziu, além da bradicardia sinusal, nenhuma outra
arritmia cardiaca ou alteragdo hemodinamica ou respiratéria significativa, sugerindo que a
mesma, nas doses administradas, parece ser segura.

Nos animais infartados, a administracdo de brometo de piridostigmina em regime de
injecdo em bolos repetidos também foi capaz de induzir uma imediata bradicardia sinusal, de
15-20% de reducao da FC em relacdo a frequéncia cardiaca basal, estivel ao longo das 4
horas de observagdo. Curiosamente, tal bradicardia foi atingida com doses significativamente
menores de brometo de piridostigmina. Nao encontramos nada na literatura que pudesse ser
usado para explicar esta aparente maior sensibilidade do coracdo infartado aos efeitos
autondmicos do brometo de piridostigmina. Como os animais infartados apresentavam uma
significativa taquicardia sinusal de base antes do tratamento, sugestiva de uma hiperatividade
simpdtica e de uma inibicdo vagal, j4 hd muito descrito neste contexto (Casolo et al., 1992;
Graham et al., 2002), é possivel que esta maior sensibilidade ao brometo de piridostigmina
possa estar associada uma hipersensibilidade aguda dos receptores muscarinicos M2, via “up-

regulation” ou modificacdo pOds-transcricional apds o infarto. De fato, em outros contextos
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cardiovasculares que ndo o infarto do miocardio, a maquinaria colinérgica cardiaca ¢é
estimulada (“up-regulated”) em situacdes de hiperatividade adrenérgica (Gavioli et al., 2014).

Vale aqui ressaltar que, diferentemente dos animais normais nao infartados, o brometo
de piridostigmina provocou nos animais infartados, ao final de cerca de duas horas, uma leve,
porém, significativa hipotensao arterial sistémica. Esta hipotensiao poderia estar relacionada a
perda de massa miocardica contritil decorrente do infarto, dificultando o coracdo de
compensar a bradicardia sinusal observada por meio do acionamento do mecanismo de Frank-
Starling, o qual se encontra prejudicado no coragdo infartado (Ertl et al., 1991). Estudos
adicionais s@o necessarios para esclarecer melhor este ponto.

Diferentemente do trabalho publicado por Santos-Almeida et al. (2014), o tratamento
com o brometo de piridostigmina nao foi capaz de reduzir a incidéncia de extrassistoles
ventriculares em nossos animais infartados. As razdes para este resultado contrastante ndao sao
conhecidas, mas podemos especular que talvez a diferenca decorra do distinto regime de
administracdo (multiplos bolos versus bolo unico) e da maior dose total (0,54mg/Kg em
média versus 0,25mg/Kg), com uma bradicardia mais duradoura. Nesta situagcdo, ainda que a
ativacdo parassimpdtica vagal e/ou inibicdo simpdtica cardiaca pudessem estar inibindo
eventuais focos ectdpicos ou atividades disparadas, o aumento do periodo responsivo livre
decorrente da bradicardia, poderia estar permitindo uma maior manifestacao elétrica dos focos
ectopicos, mascarando assim um eventual efeito protetor do brometo de piridostigmina contra
as extrassistoles.

Porém, em relacdo as arritmias complexas e ameagadoras de vida, como a taquicardia
ventricular, o flutter ventricular e a fibrilacdo ventricular, cuja fisiopatogénese estd mais
relacionada ao fendmeno da reentrada ou a heterogeneidade de repolarizacdo (Yan et al.,
2003), o tratamento com o brometo de piridostigmina tendeu a reduzir ou foi efetivo em

reduzir a manifestacdo das mesmas, ao longo das quatro horas de observacdo. No trabalho



69

recentemente publicado por Santos-Almeida et al. (2014), os autores ndo mencionam o0s
efeitos de uma tunica dose do brometo de piridostigmina sobre estas arritmias complexas no
contexto do infarto agudo do miocardio em ratos. Assim sendo, para o nosso conhecimento,
este € o primeiro relato dos efeitos cardioprotetores do brometo de piridostigmina sobre as
arritmias graves induzidas pelo infarto agudo do miocardio. Trabalhos anteriores em seres
humanos tém demonstrado efeitos antiarritmicos do brometo de piridostigmina em outros
contextos de doencas cardiovasculares (Behling et al., 2003; Zimmerman et al., 2010).

As possiveis razdes para este efeito elétrico benéfico ndo sdo conhecidas, mas podem
envolver uma série de mecanismos moleculares ja descritos principalmente no contexto da
estimulagdo elétrica vagal cardiaca. Por exemplo, a estimulacdo vagal preservou a forma
fosforilada da conexina 43 (Cx43), o principal subtipo de proteina das jung¢des gap nos
ventriculos. A preservacdo da conexina 43 manteve o acoplamento elétrico, fundamental na
manutencao da estabilidade elétrica, evitando a heterogeneidade de repolarizacdo e retardo na
conducdo, que ocorrem durante a isquemia (Ando et al., 2005). Tal efeito sobre a conexina-43
foi também recentemente descrito por Santos-Almeida et al. (2014), em que o brometo de
piridostigmina foi capaz de reverter a redugdao de expressdo de conexina-43 observada em
ratos infartados.

A estimulagdo colinérgica vagal também inibe o processo apoptético na isquemia do
miocdrdio. A possivel explicacdo seria a ativacdo da via PI3k/Akt/HIFla intracelular. Isso
reforca a evidéncia que a acetilcolina tem um efeito protetor sobre os cardiomidcitos de rato
sujeitos a hipdxia/ normoéxia por aumentar a fosforilagdo da Akt e evitar a apoptose produzida
por hipdxia e o colapso do potencial de membrana mitocondrial (Kakinuma et al., 2005).

No estudo realizado por Katare e colaboradores (2009), estimulacdo elétrica do nervo
vago teve um efeito cardioprotetor, apds periodo de isquemia, reduzindo o tamanho do infarto

independente da frequéncia cardiaca e preservando a func@o mitocondrial por bloquear a
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abertura do PTP (Poro de Transicao de Permeabilidade) mitocondrial. A abertura prolongada
do PTP leva a morte celular através da rapida deplecdo de ATP e ativagdo de mensageiros de
morte celular, tais como as caspases. Nesse estudo, a estimulagao vagal induziu a fosforilacao
da Akt e Bad, que sdo importantes fatores pré-mitocondriais de sobrevivéncia celular. A
fosforilagao de Bad impediu sua translocagao para mitocondria e ligacdo com Bcl2 (gene anti-
apoptotico), o que € essencial para manter o PTP fechado. A estimulacdo vagal também inibiu
a liberagdo mitocondrial do citocromo ¢ no citosol e ativagdo da caspase-3. Esses resultados
demonstram que a estimulagdo vagal € capaz de inibir as trés fases da morte celular por
apoptose (Katare et al., 2009). Tais efeitos anti-apoptéticos poderiam preservar
cardiomidcitos na zona de borda do infarto, onde a maioria dos eventos reentrantes € a
heterogeneidade de repolarizacao se manifestam (Yan et al., 2003).

Um possivel outro mecanismo molecular, recentemente descrito, e que ndo poderia
deixar de ser mencionado, relaciona-se a uma possivel potenciacdo do sistema colinérgico
proprio do miocardio (Rana et al.,, 2010; Rocha-Resende et al., 2012; Roy et al., 2013),
promovido pelo brometo de piridostigmina. Tal sistema colinérgico intracardiaco potenciado
poderia estar contribuindo para os efeitos antiarritmicos do brometo de piridostigmina aqui
descritos. Entretanto, experimentos adicionais necessitam ser efetuados a fim de testar esta
hipétese.

Como consequéncia dos efeitos cardioprotetores e antiarritmicos, observamos no
presente estudo uma forte tendéncia (p=0,081) de elevacdo da taxa de sobrevida dos animais
infartados tratados, ainda que a extensdo da drea infartada ndo tenha sido reduzida. E possivel
que esta tendéncia se torne significante pelo aumento do tamanho amostral nos dois grupos
estudados, o qual por seu nimero relativamente pequeno constitui-se na principal limitagcdo

deste estudo.
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Entretanto, apesar destas limitacdes, nossos resultados sugerem fortemente que o
tratamento com o brometo de piridostigmina pode ser efetivo em prevenir o principal
desfecho almejado para qualquer tratamento, ou seja, a redu¢do de mortalidade. Estudos
adicionais fazem-se necessdrios em espécies animais maiores € mesmo em seres humanos

para a confirmacao deste importante resultado.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstra pela primeira vez que a administracdo endovenosa em
bolos repetidos de brometo de piridostigmina, um agente anticolinesterasico, em ratos com
infarto agudo miocdrdio promove protecdo miocardica, reduzindo significativamente a
incidéncia de arritmias complexas com forte tendéncia de aumento da sobrevida dos animais,
apesar da ndo modificac@o na extensao da drea infartada. Tais efeitos foram acompanhados de
bradicardia sinusal leve a moderada associada a leve hipotensao arterial sist€émica. Ainda que
os possiveis mecanismos moleculares deste efeito nao tenham sido explorados neste trabalho,
tais resultados confirmam e ampliam dados anteriores da literatura, abrindo uma enorme
perspectiva de possivel uso clinico futuro deste firmaco como terapia adjuvante no tratamento

do infarto agudo miocardio em seres humanos.
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