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RESUMO 
Da Silva, Jaqueline Soares. Derivados N-acilidrazônicos melhoram a disfunção cardiovascular 

em ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao infarto do miocárdio. Rio de Janeiro, 

2013. Tese (Doutorado em Farmacologia e Química Medicinal) Instituto de Ciências 

Biomédicas ï Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 

 

A incidência da insuficiência cardíaca (IC) diastólica tem aumentado ao longo dos 

anos, cuja condição leva os pacientes a apresentarem fração de ejeção normal ou reduzida 

sendo comumente associada à intolerância ao exercício. É caracterizada pelo aumento da 

pressão de enchimento causado por deficiência de relaxamento e redução da complacência 

ventricular. Os derivados N-acilidrazôncios, LASSBio-294, um agente inotrópico positivo e 

vasodilatador bem como LASSBio-897, substância com ação vasodilatadora foram testados 

em modelo de IC diastólica induzida pelo infarto do miocárdio (IM) em ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR). LASSBio-294 e LASSBio-897 impediram o 

desenvolvimento da disfunção diastólica, hipertrofia ventricular, disfunção vascular e 

intolerância ao exercício após quatro ou oito semanas de tratamento por via intraperitoneal ou 

oral. Após administração intraperitoneal de 2 mg.kg
-1
 de LASSBio-294 (solubilizado em 

dimetil-sulfóxido, DMSO) durante quatro semanas, foi observada redução da pressão 

ventricular esquerda diastólica final (PVEDF) de 25,54 ± 3,11 mmHg para 14,76 ± 2,99 

mmHg (P < 0,05). Mesmo quando formulado numa suspensão, LASSBio-294 administrado 

por via oral reduziu tanto a PVEDF (de 25,54 ± 3,11 mmHg para  14,62 ± 2,76 mmHg ï P < 

0,05) quanto a pressão ventricular esquerda sistólica (PVES) (de 164,5 ± 8,6 mmHg para 

151,7 ± 9,7 mmHg ï P < 0,05). Resultados semelhantes foram observados apos tratamento 

com LASSBio-897 por via intraperitoneal ou oral.  Quando o período de avaliação foi 

aumentado para oito semanas, a administração oral de LASSBio-294 (20 mg.kg
-1
) reduziu a 

PVEDF de 30,05 ± 2,82 mmHg para 10,7 ± 6,5 mmHg. A função diastólica avaliada através 

da medida ecocardiográfica da relação entre a velocidade de enchimento cardíaco rápido e 

lento, permitiu demonstrar que LASSBio-294 impediu o desenvolvimento da disfunção 

ventricular. Além disso, os derivados N-acilidrazônicos promoveram melhora da intolerância 

ao exercício aumentando a distância percorrida em esteira ergométrica. A fibrose e a 

hipertrofia cardíaca foram reduzidas pelo tratamento dos derivados assim como impediram a 

disfunção endotelial permitindo adequada reatividade vascular em resposta a acetilcolina. A 

infiltração celular aumentada decorrente da maior expressão de TNF-Ŭ de 8,81 Ñ 0,89 para 

29,16 ± 3,71 (P < 0,05) induzido pelo IM foi reduzida com tratamento de LASSBio-294 

solubilizado em DMSO ou em suspensão. Assim, conclui-se que de acordo com a via de 

administração, dose, formulação das substâncias e o período de tratamento, LASSBio-294 e 

LASSBio-897 demonstraram ser possíveis alternativas para o tratamento da IC diastólica em 

pacientes hipertensos que sofreram IM. 
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ABSTRACT 
Da Silva, Jaqueline Soares. Derivados N-acilidrazônicos melhoram a disfunção cardiovascular 

em ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao infarto do miocárdio. Rio de Janeiro, 

2013. Tese (Doutorado em Farmacologia e Química Medicinal) Instituto de Ciências 

Biomédicas ï Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 

 

 

The incidence of diastolic heart failure (HF) has increased over the years, whose 

condition leads patients to suffer normal or reduced ejection fraction and it is commonly 

associated to exercise intolerance. It consists in increased filling pressure caused by 

dysfunction of relaxation and reduced ventricular compliance. N-acylhydrazone derivatives, 

LASSBio-294 a positive inotropic and vasodilator agent and LASSBio-897, with vasodilator 

activity were tested in a model of diastolic HF induced by myocardial infarction (MI) in 

spontaneously hypertensive rats (SHR). LASSBio-294 and LASSBio-897 prevented the 

development of diastolic dysfunction, ventricular hypertrophy, vascular dysfunction and 

exercise intolerance after four or eight weeks of itraperitoneal or oral treatment. After four 

weeks of intraperitoneal administration of LASSBio 294 in a dose of 2 mg.kg
-1
 (solubilized in 

dimethyl sulphoxide, DMSO) LVEDP was reduced from 25.54 mmHg ± 3.11 to 14.76 ± 2.99 

mmHg (P < 0.05). Even when formulated into a suspension, LASSBio-294 administered 

orally reduced both LVEDP (25.54 mmHg ± 3.11 to 14.62 ± 2.76 mm Hg - P < 0.05) and the 

LVES (164, 5 ± 8.6 mmHg to 151.7 ± 9.7 mmHg - P < 0.05). Similar results were observed 

after intraperitoneal or oral treatment with LASSBio-897. When the evaluation period was 

increased to eight weeks, oral administration of LASSBio-294 (20 mg.kg
-1
) reduced LVEDP 

from 30.05 ± 2.82 mmHg to 10.7 ± 6.5 mmHg. Diastolic function assessed by 

echocardiographic measurement of the relation between the speed of fast and slow cardiac 

filling allowed the demonstration that LASSBio-294 prevented the development of ventricular 

dysfunction. In addition, the N-acylhydrazone derivative promoted improvement of exercise 

intolerance because it increased the distance on a treadmill. Cardiac hypertrophy and fibrosis 

were reduced by the treatment of derivatives as well as prevented endothelial dysfunction 

promoting adequate vascular reactivity in response to acetylcholine. The increased cellular 

infiltration due to increased expression of TNF-Ŭ from 8.81 Ñ 0.89 to 29.16 Ñ 3.71 (P < 0.05) 

induced by MI was reduced with LASSBio-294 solubilized in DMSO or suspension. In 

conclusion, according to the route of administration, dosage, and formulation and treatment 

duration, LASSBio-294 and LASSBio-897 could be an alternative to treat diastolic HF in 

hypertensive patients who have suffered MI. 
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1.1. INFARTO DO MIOCÁRDIO  

 

 

O infarto do miocárdio (IM) causado por oclusão de uma artéria coronária epicárdica 

leva em poucas horas a morte de cardiomiócitos supridos pela coronária obstruída. Também 

promove uma cascada de mudanças neuro-hormonais na tentativa de compensar a ausência de 

contratilidade funcional da região afetada pelo IM, proporcionando a manutenção do débito 

cardíaco (DC) e da perfusão de órgãos vitais. Entretanto, com o tempo, este mecanismo 

compensatório tende a falhar e há progressiva deterioração da função cardíaca, ocasionando 

como resultado final o mal funcionamento ventricular e ao desenvolvimento da insuficiência 

cardíaca (IC), por processos multifatoriais e complexos conhecidos como remodelamento 

cardíaco (SHIH et al., 2011). 

As características patológicas importantes do remodelamento pós-infarto do ventrículo 

esquerdo (VE) incluem expansão da área infartada, hipertrofia do miocárdio, fibrose cardíaca 

e dilatação ventricular global (YOUSEF et al., 2000). Entretanto, ao nível celular, as 

mudanças fisiopatológicas associadas ao remodelamento de VE permanecem 

incompletamente caracterizadas. Diversos processos moleculares e celulares parecem ter 

importâncias particulares, incluindo, contínua apoptose dos miócitos cardíacos, 

particularmente da região próxima ao IM, autofagia dos cardiomiócitos e redução da 

capacidade proliferativa de novos cardiomiócitos (SHIH et al., 2011). Esta perda de células e 

a incapacidade para substituir as células perdidas podem contribuir para a deterioração da 

função cardíaca (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Remodelamento pós-infarto do miocárdio, nível cardíaco e celular. MC, cardiomiócito; VE, 

ventrículo esquerdo. Modificado de Shih et al., 2011. 
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O IM também promove impacto na expressão de diferentes tipos de receptores de 

membrana e canais iônicos, tais como canais de Ca
2+

 tipo L (LTCC), receptor de rianodina 

RyR, e cálcio ATPase do retículo endo-sarcoplasmático (SERCA) (SALLINEN et al., 2007). 

O comprometimento da regulação de Ca
2+

 intracelular pelo retículo sarcoplasmático (RS) foi 

sugerido por Litwin e Morgan (1992) ao observar redução da força contrátil de músculos 

papilares e retardo no aumento da concentração de Ca
2+

 intracelular [Ca
2+

] i, indicando um 

provável distúrbio na liberação deste íon pelos estoques intracelulares. Em estudo recente, 

Gabriel et al., (2010) demonstraram redução da recaptação de Ca
2+

 pelo RS quatro semanas 

após IM em ratos. Estudos in vivo com modelo de ligadura da artéria coronária descendente 

demonstraram redução da expressão de proteína de receptor de diidropiridina (DHPR), RyR2 

e SERCA2a (ZHANG  et al., 1995; NETTICADAN et al., 2000). Contudo, Ren et al., (2004) 

e Wang et al., (2004) não observaram alteração da expressão de mRNA destas proteínas após 

IM, enquanto, que Zarain-Herberg et al., (1996) e Prunier et al., (2005) observaram a redução 

na quantidade de mRNA para SERCA2a.  Sallinen et al. (2007) ao realizar estudo ao longo de 

quatro semanas após o IM verificou, inicialmente, redução dos níveis de mRNA para DHPR, 

RYR2 e SERCA2a, entretanto, a expressão de DHPR e SERCA2a foi recuperada durante as 

próximas semanas. 

 

1.2. EPIDEMIOLOGIA  DOENÇAS CARDIOVASCULARES  

 

O Brasil construiu um plano de ações estratégicas para o enfrentamento das doenças 

crônicas não transmissíveis (DCNT) em 2011-2012, de acordo com o Plano de Ações da 

Organização Mundial da Saúde (OMS), com enfoque principal em quatro grupos de doenças: 

cardiovasculares, neoplásicas, doenças respiratórias crônicas e diabetes (OMS 2008). As 

DCNT representam 73,9% do total de óbitos (Figura 2), e as doenças cardiovasculares 

apresentam os maiores índices de mortalidade dentre as DCNT (Figura 3). 
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Causas 
Óbitos 

N % 

Doenças crônicas não transmissíveis 771.584 73,9 

Doenças cardiovasculares 325.956 31,2 

Neoplasias 175.599 16,7 

Doenças respiratórias 62.839 6,0 

Diabetes mellitus 54,855 5,3 

Outras doenças crônicas 152.335 14,6 

Figura 2. Número absoluto (N) e proporção (%) de óbitos segundo as causas básicas. Modificado de OMS 2008. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O risco do desenvolvimento de IC nos EUA é de aproximadamente 20% e as causas 

mais comuns são as doenças coronarianas como o IM (Lloy-Jones et al., 2002). 

O tratamento para as doenças crônicas, como diabetes, câncer, doenças 

cardiovasculares e doenças respiratórias crônicas, é de curso prolongado, onerando 

indivíduos, famílias e sistemas de saúde (OMS 2011). Do ponto de vista da sociedade, 

reduzem a poupança e, por consequência, os investimentos para o futuro. Estudo recente 

realizado para o World Economic Forum (BLOOM et al., 2011) estima que as DCNT irão 

gerar custos aproximados de US$ 47 trilhões nas próximas duas décadas. O custo anual 

Figura 3. Taxa de mortalidade (por 100 mil habitantes)* pelas principais doenças crônicas não transmissíveis 

(DCNT) ï Brasil, para todas as idades, de 1991 a 2010. OMS 2008 
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estimado para países de renda média/alta como o Brasil seria de 4% do PIB, o que 

corresponde a aproximadamente US$ 139 per capita ao ano (BLOOM et al., 2011a) 

A IC é a via final comum à maioria das doenças cardiovasculares, sendo um dos mais 

importantes desafios clínicos atuais na área da saúde. Trata-se de um problema epidêmico em 

progressão. No ano de 2007, as doenças cardiovasculares representaram a terceira causa de 

internações no Sistema Único de Saúde, com 1.156.136 hospitalizações. Os gastos 

decorrentes de hospitalizações por IC no período 2000-2004-2007 teve aumento de 11,3% e 

de 64,7% nos gastos unitários por internação (Figura 4).  

 

 

2000 

 TOTAL  DCV IC 

Nº Internações 11.937.323 1.134385 398.489 

Custo Total (R$) 4.886.848.236,08 821.460.375,47 204.666.485,17 

Custo Unitário (R$) 409,38 724,15 513,61 

2004 

N Internações 11.492.883 1.205.067 339.770 

Custo Total (R$) 658.121.333,54 1.2247.888.762,41 226.842.857,98 

Custo Unitário (R$) 572,63 1.035,53 667,64 

2007 

N Internações 11.309.325 1.156.136 293.473 

Custo Total (R$) 7.607.591.178,43 1467.395.208,68 232.776.739,30 

Custo Unitário (R$) 672,68 1.269,22 793,44 

Figura 4. Custos totais das internações por todas as causas, por doenças cardiovasculares e por IC, comparação 

entre os anos 2000, 2004 e 2007, SUS ï MS Brasil 

 

No Brasil, a principal etiologia da IC é a cardiopatia isquêmica crônica associada à 

hipertensão arterial.  De forma semelhante, tem sido observado em países como os EUA, 

incidência de 5,7 milhões de pessoas (ROGER et al., 2011) apresentando novos diagnósticos 

anuais de 550.000 pacientes, com perspectiva de um crescimento para 10 milhões em 2037. 

Em 2008 o gasto com pacientes com IC foi estimado de aproximadamente 18,8 bilhões de 

dólares (WHELLAN et al., 2011). 
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1.2. INSUFICI ÊNCIA CARDÍACA  (IC)  

 

A IC é uma síndrome clínica complexa que pode resultar de desordem cardíaca 

estrutural ou funcional, prejudicando a capacidade ventricular de promover o enchimento ou a 

ejeção sanguínea (BRAUNWALD, 2005). Ela é o estágio final comum de diversas doenças 

cardiovasculares, incluindo doença da artéria coronária, hipertensão arterial, doença valvular e 

miocárdica primária (CIAMPI e VILLARI , 2007). As principais manifestações são dispneia e 

fadiga, que podem limitar a tolerância ao exercício e promover retenção de fluido, podendo 

estar ligada a congestão pulmonar e a edema periférico. Ambas as manifestações podem 

prejudicar a capacidade funcional e afetar a qualidade de vida do indivíduo, entretanto nem 

sempre elas ocorrem ao mesmo tempo. Alguns pacientes apresentam intolerância ao exercício 

com pouca evidência de retenção de fluido, enquanto que outros desenvolvem como 

complicação primária o edema apresentando poucos sintomas de dispneia ou fadiga muscular 

(REDFIELD, 2002; REMME et al., 2005). 

A IC crônica tem sido classicamente categorizada com base na intensidade de 

sintomas em quatro classes propostas pela New York Heart Association (NYHA) (Figura 5). 

Estas classes estratificam o grau de limitação imposto pela doença para atividades cotidianas 

do indivíduo, portanto, além de possuir caráter funcional, é também uma maneira de avaliar a 

qualidade de vida do paciente durante a evolução da doença (ANDRADE el at., 2009). A 

classe I é constituída por pacientes com condições, como hipertensão por exemplo, que são 

associadas ao aumento do risco de desenvolver a IC. Indivíduos sintomáticos com estrutura e 

função ventricular normal constituem a classe II. Pacientes sintomáticos e terminais estão 

incluídos na classe III e IV, respectivamente (PAZOS-LÓPEZ et al., 2011). 

De acordo com a NYHA o maior número de pacientes com IC ocorre nas classes I e II 

de acordo com Figura 6. 
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CLASSIFICAÇÃO NYHA  

Classe I 
Ausência de sintomas durante atividades cotidianas. A limitação para 

esforço físico é semelhante à esperada em indivíduos sadios. 

Classe II 
Presença de sintomas como fadiga, dispneia, palpitação e angina 

durante atividades cotidianas. 

Classe III 
Presença de sintomas como fadiga, dispneia, palpitação e angina 

durante atividades menos intensas cotidianas ou pequenos esforços. 

Classe IV 
Presença de sintomas como fadiga, dispneia, palpitação e angina 

associadas aos mínimos esforços e até mesmo em repouso 

Figura 5. Classificação funcional de insuficiência cardíaca, proposta pela New York Heart Association. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Crônica ativação da via neuro-hormonal ocorre na IC, representando uma resposta 

compensatória para superar a depressão cardíaca. Entretanto, a estimulação adrenérgica 

contínua que segue com elevados níveis de catecolaminas circulante, contribui para o 

Figura 6. Distribuição da IC de acordo com as classes segundo a New York Heart Association.  
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remodelamento da câmara cardíaca, com progressiva deterioração do funcionamento e 

aparecimento de arritmias. Esta hiperestimulação adrenérgica, dessensibilização de receptores 

b adrenérgicos (b-AR) e redução da síntese global de monofosfato cíclico de adenosina 

(cAMP) intracelular irão levar ao desenvolvimento da IC (BRISTOW et al., 1986; 

FELDMAN et al., 1987). Além disso, a estimulação de b-AR e outras vias de sinalizações são 

mantidas e continuam afetando o remodelamento de células e proteínas ao longo do tempo. 

A estimulação de ɓ-AR acoplado a proteína Gs induz a ativação do cAMP o que leva 

ao aumento de proteína cinase A (PKA) (ISHIKAWA et al., 1997). A fosforilação mediada 

pela PKA de diversas moléculas envolvidas na manutenção do Ca
2+

 intracelular promove o 

aumento da atividade da parede ventricular (YANO et al., 2005). Entretanto, a longa 

estimulação destes receptores leva a deterioração da função cardíaca provavelmente mediada 

pela indução da apoptose após contínua estimula«o ɓ-AR (COMMUNAL et al., 1998). 

H§ tr°s subtipos de ɓ-AR (ɓ1-AR, ɓ2-AR e ɓ3-AR) que são expressos em 

cardiomiócitos (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. O receptor ɓ-adren®rgico (ɓ-AR) medeia vias de sinalizações para apoptose. Os três 

subtipos, ɓ1-AR, ɓ2-AR e ɓ3-AR, são expressos em cardiomiócitos. ɓ 2-AR e ɓ3-AR estão 

acoplados também a prote²na Gi, enquanto ɓ1-AR est§ acoplado a Gs. ɓ1-AR está envolvido na 

apoptose de cardiomi·citos. ɓ2-AR exerce efeitos anti-apopt·ticos atrav®s da ativa«o de Giɓg, PI3K 

e AKT. ɓ3-AR apresenta atividade moduladora negativa na contratilidade ventricular através da 

ativação de sintase de óxido nítrico endotelial (eNOS). Modificade de  Fujita e Ishikawa 2011. 

Contratilidade ( Ź ) 

( ŷ ) Apoptose  ( Ź ) 
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ɓ2-AR e ɓ3-AR estão acoplados a proteína inibitória Gi e a Gs, enquanto ɓ1-AR está 

acoplado à proteína estimulatória Gs. ɓ1-AR está envolvido na apoptose de cardiomiócitos 

(ZAUGG  et al., 2000) enquanto, ɓ2-AR exerce efeitos anti-apoptóticos através da ativação 

da subunidade Giɓg, fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) e AKT (Zhu  et al., 2001). ɓ3-AR, 

hiper regulado na IC (MONIOTTE et al., 2001), apresenta atividade moduladora negativa na 

contratilidade ventricular através da ativação da sintase de óxido nítrico endotelial (eNOS) 

(GAUTHIER et al., 1998). 

A PKA ativada por estimula«o de ɓ-AR, promove a manutenção da expressão de 

repressor precoce de cAMP (ICER), um grupo de proteínas que são produzidas a partir do 

elemento modulador de resposta de cAMP, conhecida por induzir a apoptose. A PKA ativa a 

proteína de ligação ao elemento repressor ao cAMP e promove sua estabilização (DING et al., 

2005) que por sua vez promove a baixa atividade de fosfodiesterase 3 (PDE3) resultando na 

elevação dos níveis de cAMP. Consequentemente, a via cAMP-PKA-ICER-PDE forma uma 

alça de feedback positiva que mantem a apoptose através de baixa regulação Bcl-2, uma 

proteína anti-apopitótica (TOMITA et al., 2003). 

Outras biomacromoléculas estão envolvidas no desenvolvimento da IC. Tipicamente 

os receptores de superfície celular são ativados por ligantes que conduzem à ativação das 

proteínas cinases de resposta ao estresse e fosfatases, assim como a proteína cinase C (PKC), 

a proteína cinase D (PKD), as cinases ativadas por mitógenos (MAPKs), cinase Ca
2+

 

calmodulina-dependente (CaMKII) e a calcinerina. A ativação crônica destas vias de estresse 

e seus efetores celulares, incluindo fatores de transcrição, que têm como alvo vários genes, 

resultam em mudanças estruturais, funcionais e regulatórias globais e no remodelamento 

cardíaco. A necrose, outra forma de morte celular, contribui para IC, através de danos 

mitocondriais pelo aumento das concentrações intracelular de Ca
2+

 [Ca
2+

] i nos cardiomiócitos 

(FUJITA e ISHIKAWA 2011). 

Além de alterações no relaxamento do miocárdio, os mecanismos subjacentes da IC 

incluem dinâmica anormal da matriz extracelular e alteração do citoesqueleto dos miócitos, o 

que poderia interferir com as propriedades passivas da parede ventricular. Tem sido estimado 

que aproximadamente metade de todos os pacientes com IC apresentam fração de ejeção (FE) 

preservada (ZILE et al., 2010) 
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1.2.1. ALTERAÇÃO DA HOMEOSTASE DE ÍONS CÁLCIO  

  

O transporte de Ca
2+

 através do RS desempenha um papel central tanto na contração 

quanto no relaxamento do musculo cardíaco. O RS cardíaco é uma rede de membrana 

intracelular que rodeia a máquina contrátil, que serve não apenas para armazenar e liberar o 

Ca
2+

, mas também para controlar a homeostase do [Ca
2+

] i durante a contração e o relaxamento 

(FABIATO e FABIATO, 1979, BERS 2002). A função do RS é coordenada por um conjunto 

de proteínas localizado na membrana dos túbulos T que irão atuar na liberação, recaptação e 

armazenamento de Ca
2+

 (BERS 2004).  

O Ca
2+

 é um regulador central do acoplamento excitação-contração, que controla a 

contração muscular durante cada batimento cardíaco. O acoplamento excitação-contração é 

iniciado com a geração do potencial de ação e abertura posterior de LTCC isoforma CaV1.2. 

O influxo de Ca
2+

 desencadeia a liberação de Ca
2+

 do RS por meio de ativação de RYR2 

(FABIATO e FABIATO, 1979, BERS 2002, BERS 2004). Este aumento da [Ca
2+

] i inicia a 

contração muscular, e a concentração de Ca
2+

 livre co-determina o desenvolvimento da força 

de contração. Subsequente remoção do Ca
2+

 citosolico através da SERCA2a, pelo trocador de 

Na
+
/ Ca

2+
 (NCX) e através da Ca

2+
-ATPase de membrana (PMCA) resulta na desativação do 

aparato contrátil, seguido de relaxamento muscular. A velocidade de relaxamento é 

influenciada pela taxa de remoção de Ca
2+

 e ou pela atividade da SERCA2a (BERS 2004). 

(Figura 8).  
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Figura 8. Transporte de Ca
2+

 em cardiomiócitos. NCX, trocador de Na
+
/Ca

2+
, ATP, ATPase, PLB 

fosfolamban, RS, retículo sarcoplasmático. Modificado de Park e Oh, 2013. 
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As alterações estruturais e bioquímicas nos miócitos são responsáveis por distúrbios 

no processo de relaxamento ventricular. No entanto, ainda não estão totalmente claros quais 

dessas modificações são responsáveis pela disfunção diastólica e quais seriam fatores apenas 

compensatórios (PERIASAMY e JANSSEN 2008). O prolongamento do potencial de ação 

observado após IM em ratos, promove aumento do influxo de Ca
2+

 através da atividade 

reversa do NCX e aumento da atividade de LTCC com a redução de relaxamento das células 

cardíacas (BLAUSTEIN e LEDERER 1999). Contudo este aumento na atividade reversa do 

NCX apenas foi observado três meses após o IM (MACKIEWICZ et al., 2010). A PMCA de 

miocitos de ratos infartados apresenta significativa redução da habilidade de transportar Ca
2+

, 

do meio intracelular para o extracelular, observado inicialmente uma semana após o IM com 

progressiva redução ao longo de três meses (MACKIEWICZ et al., 2010). O decréscimo do 

estoque de Ca
2+

 poderia ocorrer pela redução da recaptação deste íon pelo RS e ou pelo 

aumento do vazamento de Ca
2+

 pelo RS durante a diástole (BERS, 2006). 

A SERCA2a é a isoforma de maior expressão nos átrios e ventrículos quando 

comparada a isoforma SERCA2b (PERIASAMY e JANSSEN 2008). E está localizada no RS 

e representa a proteína de maior abundância, representando cerca de 40% do total de proteína 

do RS. A recaptação de Ca
2+

 pelo RS além de determinar a remoção do Ca
2+

, promovendo o 

relaxamento, também irá determinar o conteúdo de Ca
2+

 no interior do RS para que possa ser 

liberado em subsequente contração (MISQUITTA et al., 1999). Já foi demonstrado durante 

injuria do miocárdio, causada pela isquemia/reperfusão, que ocorre aumento do [Ca
2+

] i com 

redução da expressão e/ou atividade de SERCA2a (SAINI e DHALLA 2005, MOENS et al., 

2005). A injúria do miocárdio também aumenta os níveis de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) levando a danos da SERCA2a, potencializando o aumento de [Ca
2+

] i (KRAUSE e 

HESS 1984). Mackiewicz et al., (2010) demonstraram que a taxa de transporte de Ca
2+

 pela 

SERCA2a foi reduzida a partir de 1 semana após IM, e se manteve por cerca de 1 a 3 meses 

sem no entanto, alterar a expressão de SERCA2a. As alterações na função e sinalização de 

SERCA2a são características patogênicas da hipertrofia cardíaca e IC (HASENFUSS et al., 

1994). Uma redução na expressão e/ou na função de SERCA2a tem sido relatada por muitos 

grupos (AIT et al., 2009; DASH et al., 2001; HOUSER et al., 2000; DHALLA et al., 1999). 

A redução da função de SERCA2a pode contribuir para a diminuição de Ca
2+

 no 

carregamento do RS na IC. Dhalla et al., (1999) mostraram uma redução no transporte da 

Ca
2+

 através da SERCA2a em ratos com IC. 
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Em cardiomiócitos, a atividade da SERCA2a é regulada por duas pequenas proteínas, 

fosfolamban (PLB) e sarcolipina. A interação fisiológica entre SERCA e PLB é mediada por 

resíduos específicos na membrana. Acredita-se que estes resíduos interajam diretamente com 

SERCA2a e produza efeito inibitório pela alteração estrutural da SERCA2a resultando da 

redução da sua afinidade ao Ca
2+ 

(BERS et al., 2003; ZHENG et al., 2004). O PLB é uma 

fosfoproteína de aminoácido e interage com a SERCA de forma dinâmica, durante o ciclo de 

contração e relaxamento cardíaco sendo responsável por mediar às respostas ɓ-adrenérgicas 

no coração. A fosforilação do PLB, ap·s estimula«o ɓ-adrenérgica, ocorre em Ser
16

 pelas 

cinases PKA e Thr
17

 pela CAMKII, levando ao aumento da atividade da SERCA 

(PERIASAMY e JANSSEN 2008; LOCATELLI et al., 2013). Quando o PLB está na forma 

desfosforilada age como inibidor da SERCA2a, e consequentemente reduzindo o transiente de 

Ca
2+

 (SUGIZAKI et al., 2011; MACLENNAN e KRANIAS 2003). Quando a [Ca
2+

] i está 

baixa, o PLB interage com a SERCA2a reduzindo sua afinidade pelo Ca
2+

, diminuindo 

portanto a recaptação de Ca
2+

 pelo RS
 
. A expressão de SERCA2a reduzida e/ou o aumento 

dos níveis de seus reguladores tem sido atribuído a sua redução da afinidade pelo Ca
2+

 na IC 

(KOTLO et al., 2012; SUGIZAKI et al., 2011; PERIASAMY et al., 2008; MACLENNAN e 

KRANIAS 2003; HOUSER et al., 2000; DHALLA et al., 1999; SCHWINGER et al., 1995; 

HASENFUSS et al., 1994). 

Outra causa potencial para a redução do conteúdo de Ca
2+

 no RS é um maior 

vazamento diastólico via RyR. A estrutura do RyR foi inicialmente caracterizada no músculo 

estriado, bem como a liberação de cálcio por este canal. Em mamífero há três diferentes genes 

que codificam três diferentes isoformas de RyR. No musculo cardíaco, a isoforma RyR2 

apresenta maior expressão (TUNWELL et al., 1996) a deficiência na sua regulação tem sido 

observada em pacientes com IC, assim a baixa regulação da isoforma RyR2 gera a disnfunção 

contrátil e a maior probabilidade de arritmias cardíacas (YAMAGUCHI et al., 2003). 

A fosforilação de RyR2 por PKA aumenta a liberação de Ca
2+

 do RS (WEHRENS et 

al. 2005; MARX et al., 2000). Esta fosforilação resulta da dissociação de FKBP12.6, proteína 

reguladora da atividade do RyR, tornando este canal ativo levando portanto a liberação de 

Ca
2+

 do RS. No entanto, esta fosforilação nem sempre é observada (JIANG et al., 2002; 

XIAO et al., 2005). Guo et al., (2006) sugerem que a fosforilação de RyR pode ocorrer via 

CAMKII e desta forma levando ao vazamento de Ca
2+

.
 
Belevych et al., (2007) investigando o 

papel de RyR2 no vazamento de Ca
2+

 do RS na IC, demonstraram que a redução do acumulo 

de Ca
2+ 

no SR pode ser quase que completamente restaurada quando na presença de um 

bloqueador de RyR2. Isto é indicativo de que RyR2 é um fator importante para a 
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anormalidade do Ca
2+ 

intracelular que contribui decisivamente para a redução do conteúdo de 

Ca
2+ 

no RS e falência dos cardiomiócitos. 

Portanto, diversos componentes essenciais para a liberação de Ca
2+

 tornam-se 

significativamente alterados durante o remodelamento cardíaco. 

 

1.2.2. REMODELAMENTO DO MIOCÁRDIO  

 

 O remodelamento do VE após o IM é um processo iniciado com a expansão do infarto 

seguido de hipertrofia da área não infartada e progressiva dilatação do VE. A cicatrização da 

área infartada, assim como o tamanho do infarto e o estresse da parede ventricular são os 

principais determinantes da expansão do infarto. Uma resposta inflamatória bem orquestrada 

após o IM leva a um processo de cura e a formação de uma cicatriz impedindo a expansão do 

mesmo (ANZAI , 2013).  

O termo remodelamento refere-se as alterações da arquitetura ventricular, associadas 

ao aumento de volume da câmara ventricular, modificações histológicas combinadas a 

hipertrofia, apoptose de miocitos, proliferação de miofibroblastos e fibrose intersticial 

(ERLEBACHER et al., 1982, McKAY et al., 1986). Originalmente descrito após o IM o 

remodelamento ventricular se desenvolve em resposta a várias formas de injuria do miocárdio 

e ao aumento do estresse da parede do ventrículo (PATTEN e KONSTAM, 2000, OPIE et al., 

2006). A fase inicial do remodelamento pós IM resulta da reparação fibrótica da área 

isquêmica com formação de cicatriz, alongamento e afinamento da zona infartada 

(KONSTAM et al., 2011) (Figura 9), ocasionando o aumento da massa da parede ventricular, 

e mudança na configuração elíptica da câmara cardíaca para uma mais esférica (McAY et al., 

1986, MITCHELL et al., 1992, DOUGLAS et al., 1989, RUMBERGER et al., 1993). 

 O remodelamento do VE está intimamente ligado à ativação de uma série de fatores 

neuroendócrinos, paracrinos e autocrinos, os quais estão hiper-reguladas após o IM sendo 

responsáveis pelo aumento do estresse na parede do ventrículo e consequente modificações 

hemodinâmicas. Fatores que poderiam interferir com o remodelamento seriam o sistema 

renina angiotensina, o sistema nervoso adrenérgico, supracitado, aumento do estresse 

oxidativo, citocinas pro-inflamatórias e endoteliais (KONSTAM et al., 2011). 

 O IM resulta da isquemia de uma área do tecido miocárdico devido a obstrução da 

artéria coronária. A consequente lesão e morte dos cardiomiócitos desencadeiam uma resposta 

inflamatória aguda, em que se inicia a reparação do miocárdio através de uma série de eventos 

bem orquestrado (Figura 10). A fase inflamatória está associada com o rápido aumento de 



33 

 

citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas locais, tais como interlecinas (IL), IL-1, IL-6, IL-8, 

e fator de necrose tumoral alfa (TNF-Ŭ) bem como infiltra«o de neutr·filos 

(FRANGOGIANNIS e ENTMAN, 2005). Evidências recentes tem demonstrado que os 

fibroblastos contribuem para a fase inflamatória inicial do remodelamento através da secreção 

de diferentes citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias (TURNER et al., 2009, 2010, 2011). 

Os fibroblastos cardíacos são um tipo de células do miocárdio residente mas prevalente, 

representando até dois terços das células cardíacas (PORTER e TURNER, 2009). Três dias 

aproximadamente após o IM, ocorre infiltração por macrófagos na área infartada e 

modificação fenotipica dos fibroblastos a miofibroblastos, que iram promover a degradação 

da matriz extracelular através do aumento da expressão de proteases de matriz da família da 

metaloproteinase (MMP) e moléculas pró-angiogênicas como fator de crescimento endotelial 

(JOURDAN-LESAUX et al., 2010; LINDSEY e ZAMILPA , 2012). Esta etapa chamada de 

degranulação é caracterizada pela eliminação de células mortas, alteração na matriz 

extracelular e estimulação da angiogênese para revascularização do tecido isquêmico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A transição da fase inflamatória para a fase fibrótica do remodelamento (maturação) 

ocorre tipicamente de três a sete dias após o IM dependendo da espécie (DEWALD et al., 

2004). Esta fase parece ser mediada pelo aumento da produção de fatores anti-inflamatórios e 

pró-fibróticos como fator transformador de crescimento ɓ (TGF-ɓ) e IL-10, derivados de 

células imunes e células do miocárdio. Em resposta a estes fatores, os miofibroblastos 

aumentam a sínteses de proteínas estruturais da matriz extracelular, particularmente colágeno 

tipo I e III, para facilitar a cicatrização. Esta resposta essencial tende a prevenir a ruptura da 

Figura 9. Ventricular remodelamento. Esquema representativo do remodelamento ventricular pós-IM. 

A fase inicial é caracterizada pelo afinamento e alongamento da área de cicatriz fibrótica na zona 

infartada. Subsequente dilatação do VE com modificação da configuração elíptica do ventrículo, 

derivada de hipertrofia dos miocitos associado ao aumento da apoptose e do colágeno. Modificado de 

Konstam et al., 2011. 
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parede do miocárdio, o acumulo excessivo ou prolongado desta resposta resulta em fibrose da 

matriz extracelular (Figura 10). Os miofibroblastos expressam níveis elevados de proteínas 

contr§teis, tais como Ŭ actina de musculo liso, vimentina e prote²nas de ades«o focais, que 

irão favorecer a cicatrização da área infartada (VAN DEN BORNE et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. A função central de fibroblastos cardíacos em resposta pró-inflamatórios e pró-fibrótica. O IM 

cauda danos e morte dos miocitos com subsequente produção de danos associados a padrões moleculares 

(DAMPs) molécula que desencadeiam uma resposta inflamatória aguda. Os fibroblastos através de 

migração, proliferação e aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias, quimiocians e MMPs. 

Subsequentemente, na fase de granulação, os estímulos pró-fibr·ticos via TGFɓ e PDGF induz a 

diferencia«o dos fibroblastos a miofibroblastos com aumento da express«o de ŬSMA, aumento de fatores 

pró-fibróticos com CCN2/CTGF e secreção de colágenos. Na fase de maturação, os miofibroblastos 

continuam a síntese de proteínas da matriz extracelular. As quantidades relativas de estímulos pró-

inflamatórias e pró-fibróticos flutuam em diferentes fases do processo de remodelamento pós-IM (van 

NIEUWENHOVEN e TURNER 2013) 
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Durante a fase aguda do IM, macrófagos residentes no tecido do miocárdio são 

ativados seguido de infiltração de neutrófilos para a região infartada. Os neutrófilos, bem 

como sua degranulação, causam danos aos cardiomiócitos e aos tecidos adjacentes através da 

secreção de proteínas, incluindo a nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidase, 

colagenase e elastase (FRANGOGIANNIS et al., 2002; KAMINSKI et al., 2002). Além 

disso, os monócitos, induzidos pela expressão de fatores quimiotáticos, incluindo proteína-1 

quimioatrativa de monócitos (MCP-1), diferenciam-se em macrófagos que fagocitam o tecido 

necrótico do miocárdio e secretam uma variedade de citocinas inflamatórias. Após a formação 

de uma necrose central, de infiltração de células inflamatórias e de secreção de MMP, o IM 

evolui em várias semanas com aparecimento de estresse da parede ventricular até a formação 

de cicatriz (ANZAI , 2013). A evolução do IM é definida por três fatores: tamanho do infarto, 

o estresse na parede do VE e a cicatrização (PFEFFER e BRAUNWALD, 1990). Pode 

ocorrer o aumento progressivo do volume de VE levando ao desenvolvimento da IC crônica. 

Além disso, o aumento do estresse da parede do ventrículo, a resposta inflamatória excessiva 

e o processo de cicatrização pós-infarto podem levar ao desenvolvimento de diversas 

complicações (Figura 11). 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Associação de inflamação pós-infarto com o remodelamento do ventrículo esquerdo. A expansão do IM 

pode levar a ruptura cardíaca subaguda, aneurisma ventricular e progredir para IC crônica combinada com 

hipertrofia compensatória e dilatação do ventrículo. Modificada de Anzai, 2013.  
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A associação entre monócitos pós-infarto e o prognóstico clínico a longo prazo sugere 

que o aumento dos monócitos na circulação sanguínea pode estar diretamente envolvido na 

lesão miocárdica após sua infiltração na região infartada. A inflamação excessiva via 

monócitos e macrófagos pode perturbar o processo de cicatrização do miocárdio após o IM 

(MAEKAWA et al., 2004). 

 Os monócitos e macrófagos podem ser divididos em vários subgrupos de acordo com 

as suas funções. Monócitos de ratos são divididos em: 1. inflamatórios (Ly6Chigh) com alta 

expressão de receptores de quimiocinas CC (CCR2) e baixa expressão de receptores de 

fractalina (CXC3CR1), (Ly6C
high

CCR2
high

- CX3CR1
low

) e 2. anti-inflamatórios (Ly6C
low

). 

Após o IM, a expressão de MCP-1, ligado ao CCR2, na área infartada promove migração de 

monócitos inflamatórios (DEWALD et al., 2005).  Acredita-se que estas células removem o 

tecido necrótico e expressem várias citocinas inflamatórias e MMP que desencadeiam o 

remodelamento tecidual (MAEKAWA et al., 2004). Quando o sinal inflamatório é reprimido 

considera-se que os monócitos anti-inflamatórios são recrutados para promover a angiogenese 

e deposito de colágeno, contribuindo para a cicatrização do tecido (Figura 12).  

 . 

 

 

 

 

Anzai (2013) sugere que as células dendríticas desempenham um importante papel na 

regulação da resposta imune após IM, ele mostrou que quando as células dendríticas estão  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Inflamação e reparo após IM e mecanismo regulatório. As células dentríticas desempenham um papel 

protetor contra o remodelamento de VE através da regulação da homeostase de monócitos e macrófagos durante a 

transição da inflamação para o reparo após o IM.  Ly6C
high

mono, monócitos inflamatórios; M1Mj, macrófagos 

classicamente ativado (inflamatório); Ly6C
low

mono, monócitos anti-inflamatórios; M2Mj, macrófagos 

alternativamente ativados (anti-inflamatória). Modificada de Anzai, 2013. 
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ausentes há um aumento da inflamação e degradação da matriz extracelular através da 

ativação de monócitos e macrófagos inflamatórios M1 e supressão dos monócitos anti-

inflamatórios e macrófagos M2, levando assim prejuízos ao processo de cicatrização pós-

infarto. 

 Tal como os monócitos, os macrófagos podem ser divididos em dois grupos: (1) 

macrófagos ativados classicamente que tem capacidade microbiana potente e expressa 

elevado níveis de citocinas inflamatórias e; (2) macrófagos ativados alternativamente que 

expressam níveis elevados de citocinas anti-inflamatórias, tais como, IL-10 e receptor de IL-1 

(MOSSER e EDWARDS 2008).  

 

 

1.2.3. CITOCINAS PRÓ -INFLAMATÓRIAS  

 

 

 Após uma injúria inicial, como o IM, ocorre o aumento da produção de citocinas pró-

inflamatórias, incluindo TNF-Ŭ, IL-6, IL-1 e IL-8, que levam a propagação da resposta 

inflamatória e a efeitos diretos sobre os miócitos cardíacos, tais como, a hipertrofia cardíaca 

disfunção contrátil, a apoptose e o remodelamento da matriz extracelular, contribuindo desta 

forma para o desenvolvimento e a progressão da IC. O aumento dos níveis destas citocinas foi 

repetidamente descrito em pacientes com IC, que mostra uma correlação positiva com a 

gravidade da doença (EL-MENYAR 2008, PETERSEN e FELKER 2006, YNDESTAD et al., 

2006) 

O TNF-Ŭ ® produzida por uma grande variedade de c®lulas imunes e n«o imunes em 

resposta a estímulos inflamatórios e infeciosos. Células cardíacas estruturais são capazes de 

produzir TNF-Ŭ, quando est«o sobre tensão mecânica, incluindo sobrecarga na curva de 

pressão-volume (RONCON-ALBUQUERQUE et al., 2006; BAUMGARTEN et al., 2002) e 

lesão isquêmica ( MELDRUM et al., 1998). Níveis fisiológicos de TNF-Ŭ regulam 

mecanismos de defesa locais e provocam a homeostase do tecido regional, exercendo seus 

efeitos protetores como um mediador autócrino e ou parácrino. Entretanto, em concentração 

elevada TNF-Ŭ, exerce efeitos deletérios e atua principalmente de forma endócrina 

(HEDAYAT et al., 2010). O TNF-Ŭ exerce suas atividades biol·gicas atrav®s de dois 

receptores específicos de membrana celular: 1. receptor de fator de necrose tumoral do tipo 1 

(TNFR1) que é expresso predominantemente e media a maioria dos efeitos citotóxicos e 

deletérios, 2. Receptor de fator de necrose tumoral do tipo 2 (TNFR2) (MONDEN et al., 
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2007) que parece ser responsável pelos efeitos citoprotetores cardíaco (HAMID  et al., 2009; 

HIGUCHI et al., 2004; MONDEN et al., 2007). 

A expressão elevada de TNF-Ŭ induz a hipertrofia de miocitos card²acos e re-

expressão de genes fetais. O TNF-Ŭ pode influenciar a expressão de IL-1 e IL-6 que por sua 

vez estimulam o crescimento hipertrófico (ISODA et al., 2001). A expressão cardíaca de 

TNF-Ŭ aumenta a atividade do sistema renina angiotensina (RAS) do miocárdio, demonstrado 

através do aumento dos níveis e expressão da enzima conversora de angiotensina (ECA), do 

aumento do nível de angiotensina II (FLESCH  et al., 2003). O TNF-Ŭ, semelhante ¨ 

angiotensina II, induz a geração de espécies reativos de oxigênios (EROs) de maneira 

concentração-dependente, indicando que ocorre uma somação entre o TNF-Ŭ e o sistema 

renina angiotensina, em resposta ao crescimento hipertrófico em parte através da geração de 

EROs nos miocitos (HEDAYAT et al., 2010).  

O TNF-Ŭ desempenha um papel central na depress«o da contratilidade do mioc§rdio, 

através de mecanismos dependentes do tempo (Figura 13). Os efeitos iniciais 

cardiodepressores, que se manifestam em poucos minutos, são consequências da sinalização 

via óxido nítrico- (NO) e esfingomielinase-dependente. 

 

Figura 13. Citocinas medeiam à disfunção contrátil através de mecanismos tempo dependente. TNF-Ŭ e a IL-6 causa 

depressão contrátil imediata através da formação de NO induzida pelo Ca
2+

. Todas as quatro citocinas pro-inflamatórias, 

TNF-Ŭ, Il-6, Il-1 e IL-8, contribuem para a sustentação da redução contrátil cardíaca através da formação de NO 

independente de Ca
2+

. O aumento da produção de NO altera a homeostasia de Ca
2+

 resultando da disfunção diastólica e 

sistólica acentuada. TNF-Ŭ, fator de necrose tumoral; IL, interleucina; NOS, óxido nítrico sintase; No, óxido nítrico. 

Modificada de Hedayat  et al., 2010 
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O efeito depressor da função cardíaca de forma basal ou estimulada, é desenvolvida 

em várias horas ou dias após o IM, sendo resultado direto da produção de NO pela ativação de 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS), por via independente de Ca
2+

. Do ponto de vista 

fisiológico, a baixa concentração de NO controla o tônus vascular coronariano, (KELM e 

SCHRADER 1990), regula a função miocárdica basal através de suas propriedades 

cronotrópica e inotrópica positivas e impede a agregação plaquetária. No entanto, a elevação 

patológica da concentração de NO resulta em disfunção diastólica e sistólica (ELAHI et al., 

2007). A disponibilidade ou sensibilidade reduzida de Ca
2+

, contribui para o déficit da 

resposta contrátil quando induzida por catecolaminas (KUMAR et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O TNF-Ŭ induz a produ«o de esfingosina, um boqueador de RyR, reduzindo, portanto 

a liberação de Ca
2+

 pelo RS, causando a disfunção contrátil (Figura 14). Além disso, o 

aumento dos níveis de NO promove a dessensibilização dos miofilamentos ao Ca
2+ 

sustentando a disfunção contrátil (HEDAYAT et al., 2010). 

Figura 14. Mecanismos celulares subjacentes à disfunção contrátil, NO-independente. A esfingosina 

produzida via TNF-Ŭ inibe a libera«o de Ca
2+

 induzida pelo mecanismo Ca
2+ 

libera Ca
2+ 

via RyRs localizado 

no RS, causando a disfunção contrátil imediata. A exposição crônica ao aumento dos níveis de IL-1 diminui a 

expressão de SERCA e PLB, tanto quanto a transcrição e níveis proteicos.  A diminuição dos níveis de 

SERCA é responsável por prejudicar a remoção de Ca
2+ 

citosólico e como consequência reduzir a liberação 

de Ca
2+ 

do RS. Alterações na homeostase do Ca
2+, 

tal como demonstrado pela redução na liberação do Ca
2+ 

durante a sístole e sua remoção durante a diástole, altera a dinâmica das funções sistólicas e diastólicas. FAN, 

fator associado a esfingomielinase neutra; NSMase, esfingomielinase neutra; RyR, receptor de rianodina; 

SERCA, ATPase do reticulo sarcoplasmático; PLB, fosfolamban; ICa, corrente de Ca
2+ 

interna; TNFR1, 

receptor de fator de necrose tumoral 1; IL-1R1, receptor de interleucina tipo 1. Modificada de Hedayat et al., 

2010. 
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 A nível molecular a hiper expressão sustentada de TNF-Ŭ leva a apoptose por via 

intrínseca e extrínseca com perda progressiva de proteínas anti-apoptóticas (Figura 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VIA EXTRÍNSECA 

VIA INTRÍNSECA 

Apoptose 

Citocromo C 

Figura 15. A morte celular induzida por TNF-Ŭ por vias apopt·ticas extr²nsecas ou intr²nsecas. A ativa«o do 

TNFR1 induzida por TNF-Ŭ. A forma«o do complexo TRADD/RIP1/TRAF2 em associa«o direta com 

TNFR1 provoca a ativação de NF-kB e JNK, que apresentam efeitos opostos sobre o inibidor de caspase-8, 

c-FLIP. O complexo TRADD/RIP1/FADD citosólico interage com a caspase-8, e aumenta a sua atividade 

enzimática. Bid, um substrato direto da caspase-8, conecta-se as vias de sinalizações extrínsecas e intrínsecas. 

Bid clivado promove a liberação de citocromo c da membrana da mitocôndria, com consequente ativação de 

caspase-9 e caspase-3 resultando na fragmentação de DNA e morte celular por apoptose. TNFR1, fator de 

necrose tumoral tipo de receptor 1; TRADD, TNFR1-associado ao domínio de morte; RIP, TNFR 

interagindo serina -treonina quinase; TRAF2, fator 2 associado ao TNFR; FADD , domínio de morte 

associado Fas; NF-kB , fator nuclear kappa-light-chain potenciador de células B ativadas; JNK , quinase c-

Jun N-terminal; cFLIP , proteína inibidora de caspase-8 celular (FLICE )-ligada,; tBid , Bid truncado. 

Modificade de Hedayat et al., 2010. 
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A ativação de TNFR-1 inicia a apoptose dos miócitos cardíacos (HIGUCHI et al., 

2004), quando esta ativação ocorre pela via extrínseca é mediada através da formação dos 

complexos I e II. A porção intracitoplasmática do TNFR-1 recruta vias de proteínas 

citoplasmáticas associadas ao domínio de morte (TRADD) e ao domínio TNFR integrada 

serina-treonina cinase 1 (RIP1). O complexo I é composto de fator TNFR associado 2 

(TRAF2) mais o composto TRADD-RIP1.  O complexo II é composto de domínio de morte 

associado à FADD e a caspase-8 somado ao composto TRADD-RIP1 citosólico, que não está 

associado ao domínio de morte TNFR1. A formação do complexo I provoca a ativação NF-

kB e JNK, que apresentam efeitos opostos. O NF-kB ativado tem a propriedade anti-

apoptótica e inibe a atividade enzimática da caspase-8 através do inibidor cFLIP de caspase-8. 

Por outro lado, a ativação de JNK, acelera a degradação de cFLIP e promove a morte celular 

por apoptose. Resumindo, o equilíbrio entre a ativação de NF-kB e JNK determina se a célula 

morre ou sobrevive (HAUDEK  et al., 2007). 

Bid, um substrato direto da caspase-8, conecta-se as vias de sinalização extrínseca e 

intrínseca. O Bid clivado é translocado para a mitocôndria, onde desencadeia a liberação de 

mediadores pró-apoptóticos, sendo o mais importante deles o citocromo c. Sua liberação leva 

a ativação proteolítica das caspase-9 e caspase-3 de forma sequencial seguida de ativação das 

vias de sinalização pró-apoptóticas, que resultam na fragmentação do DNA e clivagem de 

proteínas. A sinalização sustentada via TNF-Ŭ fortalece a via pr·-apoptótica, enquanto que 

enfraquece os mecanismos de defesa celular pela depleção progressiva de proteínas 

citoprotetoras (Bcl-2, cFLIP, C-IAP-1). O Bcl-2 reside na membrana mitocondrial externa e a 

sua perda progressiva leva a liberação de mediadores pró-inflamatórios. O c-FLIP e o C-IAP 

são inibidores da ativação de caspase-8 e caspase-3, respectivamente. 

 

 

1.2.4. TRATAMENTO FARMACOLÓGICO  

 

O objetivo do tratamento da IC é a redução dos sintomas, a diminuição na taxa de 

hospitalização e a prevenção de morte prematura. A base do tratamento é a terapia 

farmacológica, mas também se torna necessária a modificação do estilo de vida do paciente. 

Tratamentos mais invasivos como cirurgia para introdução de dispositivos, como válvulas, ou 

mesmo o transplante cardíaco pode ser necessário em alguns casos.  

Durante os últimos 25 anos, a maioria dos agentes terapêuticos tem sido direcionados 

para o tratamento de pacientes com IC com redução da fração de ejeção. Nestes pacientes é 



42 

 

recomendado um tratamento à longo prazo com combinação de inibidores da ECA, 

antagonistas de receptor de angiotensina II (AT1R), bloqueadores de receptores adrenérgicos 

ɓ (ɓ-AR), antagonista de receptores de mineralocorticoides (MRA) que melhoram os sintomas 

e os parâmetros hemodinâmicos dos pacientes, (TAMARGO e LÓPEZ-SENDÓN, 2011) 

reduzindo portanto a morbidade e mortalidade.  Por outro lado, nenhum avanço foi detectado 

no tratamento da IC com fração de ejeção preservada. Apesar de muitas tentativas na 

introdução de novos medicamentos promissores, estes não reduziram a mortalidade e ou a 

morbidade dos pacientes.  

Alguns fármacos para o tratamento da IC têm sido associados ao aumento de risco de 

mortalidade, tais como os observados para alguns agentes inotrópicos e vasodilatadores. 

Assim como os efeitos neutros ou negativos encontrados nos antagonistas de endotelina-1 

(ET-1), inibidores de citocinas, inibidores de vasopeptidases ou terapias antioxidantes. 

Diuréticos são à base da terapia em pacientes com congestão cardíaca e sobrecarga de 

volume, mas a sua eficácia, segurança, dose ideal e a duração do tratamento são baseados em 

pequenos ensaios clínicos (DICKSTEIN et al., 2008; HUNT et al., 2009; TAMARGO et al., 

2010;  IYENGAR e ABRAHAM , 2007). Altas doses apresentam efeitos adversos, tais como 

hipotensão, hipovolemia, distúrbios eletrolíticos, disfunção renal e ativação neuro-humoral, e 

resultam em hospitalizações mais longas e maior taxa de mortalidade (IYENGAR e 

ABRAHAM , 2007). Não existe diferença na avaliação global de sintomas cardíacos ou da 

função renal quando pacientes utilizam furosemida, um diurético de alça, por infusão 

contínua, in bolus ou em doses baixas (FELKER et al., 2011). Quando administrado em altas 

doses pode resultar em maior alívio da dispneia, diurese e perda de peso, mas provoca uma 

transitória piora na função renal. Os mecanismos de ação dos fármacos que produzem diurese 

e natriurese em pacientes com IC estão demonstrados na Figura 16. 

Em pacientes com IC descompensada e disfunção renal os antagonistas de AT1R 

melhoram a dispneia, aumenta a natriurese e previne o declínio da função renal quando 

associados à furosemida (SHAH e FRISHMAN, 2009). Isso se deve ao fato, da estimulação 

do AT1R produzir vasoconstrição arteriolar aferente, reduzir o fluxo sanguíneo renal e a taxa 

de filtração glomerular, bem como promover o aumento da reabsorção de NA
+
 pelo túbulo 

proximal, o que levaria a disfunção renal progressiva, acúmulo de água e retenção de Na
+ 

(VALLON et al., 2008). No entanto estudos de fase III com rolofilina e tonapofilina não 

demonstram melhora da função renal e apresentaram aumento de incidência de acidentes 

vasculares cerebrais e convulsões (MASSIE et al., 2010). 
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Substâncias vasoativas podem ser indicadas para pacientes com elevada pressão de 

enchimento do VE (congestão cardiopulmonar) e pressão arterial normal ou alta 

(GHEORGHIADE, 2009; METRA et al., 2009; FONAROW et al., 2007). Como exemplo 

incluem os nitratos (nitropussiato e nitroglicerina), nesiritide e algumas substâncias 

vasodilatadoras como dobutamina e inibidores de PDE3 como amrinona, milrinona e 

enoximona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A pressão de enchimento elevada resulta na ativação neuro-humoral, aumento da 

demanda de O2 pelo miocárdio e diminui da perfusão coronária, o que aumenta o risco de 

isquemia em pacientes com doença arterial coronária (DICKSTEIN et al., 2008; HUNT et al., 

2009; TAMARGO et al., 2010; GHEORGHIADE, 2009). Sob essas condições, as substâncias 

vasoativas podem melhorar temporariamente os sintomas e a função hemodinâmica, 

entretanto, podem causar um desequilíbrio entre oferta e demanda de O2, aumentar a 

contratilidade e ou a frequência cardíaca, ao mesmo tempo em que diminui a pressão arterial, 

Figure 16. Locais de ação de substâncias que produzem diurese e natriurese. Adenosina produz vasoconstrição 

aferente e aumento de reabsorção de Na
+
 no túbulo proximal. Aldosterona estimula canais de Na+ e k+ e atividade 

de Na
+
/K

+
ATPase nos túbulos coletores. Vasopressina estimula a ativação do trocador Na

+
/K

+
/Cl

-
 (NKCC2) e 

aquaporina 2 (AQP2). Passo 1 corresponde a vasodilatadores arteriolar aferente. Passo 2 corresponde 

vasodilatadores arteriolar eferente. Passo 3 corresponde aumento da taxa de filtração glomerular. Passo 4 

corresponde a inibição de reabsorção de Na
+
 no túbulo proximal. Passo 5 corresponde ao alça ascendente espessa 

de Henle. Passo 6 corresponde ao túbulo distal. Passo 7 corresponde ao ducto coletor. AT1RA, antagonista de 

receptor de angiotensina  tipo 1; ACEI, inibidor da enzima conversora de angiotensina; ATRb, bloqueador de 

receptor de angiotensina tipo II; ATPase, bomba de (Na
+
K

+
)ATPase; BNP, peptídeo natriurético cerebral; MRA, 

antagonista de receptor de mineralocorticoide; NCCT, co-transportador de Na
+
/Cl

-
; NHE, trocador de Na

+
/H

+
 3; 

NO, oxido nítrico; RAAS, sistema renina angiotensina aldosterona; V1RA/V2RA,  antagonista de receptor de 

vasopressina. Modificada de Tamargo e Lopez-Sedon 2011. 
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levando a redução do fluxo sanguíneo coronariano e renal a níveis críticos e causar danos a 

órgãos secundários (GHEORGHIADE, 2009; METRA et al., 2009). Portanto, vasodilatadores 

não promovem a melhoria da mortalidade particularmente em pacientes com doença arterial 

coronária. Algumas substâncias vasoativas em desenvolvimento pré-clínicos e clínicos e seus 

mecanismos são mostrados na Figura 17.  

Três peptídeos natriuréticos foram identificados em humanos: peptídeo natriurético 

atrial (ANP, também conhecido ANF), peptídeo natriurético cerebral (BNP, também 

conhecido como NPPB) e peptídeo natriurético tipo C (CNP). O ANP e o BNP, que são 

liberados a partir do coração em resposta ao aumento de pressão e volume, ligam-se a dois 

receptores de membrana, receptor tipo A de ANP e receptor tipo B de ANP. Estes receptores 

estão associados ao guanilato ciclase de membrana (pGC), que quando ativado irá aumentar 

os níveis de cGMP (Figura 17), resultando em vasodilatação venosa e arterial, natriurese, 

inibição neuro-humoral e efeitos antifibrótico, anti-hipertrófico e lusitrópico (TAMARGO  et 

al., 2010). 

Em pacientes com IC diastólica aguda com dispneia em repouso, infusão intravenosa 

de nesiritide (BNP recombinante humano) melhora o estado clínico e hemodinâmico 

(GHEORGHIADE, 2009, TAMARGO et al., 2010, MITROVIC et al., 2009). Contudo existe 

relato de que poderia promover disfunção renal e aumento da mortalidade (SACKNER-

BERNSTEIN et al., 2005). Em estudo clínico de fase III em pacientes com IC 

descompensada, nesiritide apresentou melhora modesta e não significativa da dispneia, sem 

melhora da função renal e sem redução do número de morte em trinta dias ou do número de 

hospitalizações (HERNANDEZ et al., 2010). Estes resultados levantam sérias preocupações 

sobre o futuro do uso de peptídeos natriuréticos. 

Inibidores de vasopeptidases inibem simultaneamente neprilisina e ECA, o qual 

potencializa as ações do peptídeo natriurético e de cinina e inibem o RAS. Estas substâncias 

reduzem a resistência vascular periférica e melhoram o fluxo local e o balanço entre 

sódio/água. O omapatrilat foi o primeiro inibidor de vasopeptidase que bloqueia 

simultaneamente a ECA e previne a degradação de peptídeos natriuréticos. Este não alcançou 

superioridade sobre o enalapril em pacientes com ICC (PACKER et al., 2002). E ainda, 

aumentou o risco de angioedema, provavelmente por inibir três metalopeptidases (ECA, 

amiopeptidase P e neprilisina), que participam na degradação de bradicinina. Contudo, os 

bloqueador de receptor de angiotensina II tipo 1 (ARB) que não apresentam efeitos sobre as 

metalopeptidases e receptores de neprisilinas podem apresentar os efeitos benéficos 

cardioprotetores esperados sem, entretanto, causar angioedema. O LCZ696 que compreende 



45 

 

subunidades moleculares do valsartana, usado em pacientes com hipertensão, reduziu a 

pressão arterial e a atividade plasmática da renina sem promover angioedema (RUILOPE et 

al., 2010). Outros inibidores de vasopeptidases como VNP489 e daglutril estão em 

desenvolvimento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Esquema representativa de mecanismos de ação de vários vasodilatadores. As ações 

intracelulares do cGMP são mediadas via proteínas quinases dependente de cGMP (PRKG) como 

cGKs, fosfodiesterases (PDE) reguladas por cGMP (PDE) e canais iônicos nucleotídeos dependentes 

ciclicos (CNGC). AC, adenilil ciclase; ANP, pepitideo atriala natriurético também conhecido como 

ANF; BNP, peptídeo natriurético cerebral também conhecido como NPPB; cAMP, AMP cíclico; 

CNP, peptídeo natriurético tipo C; CRHR2,receptore 2 liberador de corticotropina; CRLR, receptor 

de calcitonina como atividade do receptor de proteína modificando; CTGF, fator de crescimentos de 

tecido conectivo; eNOS, óxido nítrico sintase endotelia; ETBR,  receptores de endotelina; GC, 

guanilil ciclase; GPCR, receptor acoplado a proteína ; LTCC, canal de Ca
2+

 tipo ; MMP2, 

metaloproteinase de matriz tipo 2; NO, óxido nítrico; NPRA, receptor de peptídeo natriurético tipo A; 

PI3K, quinase 3 fofoinositideo;   PKA, Prote²na quinase A: PKCɝ: prote²na quenase  Cɝ; RAMP; 

receptor modificador de atividade de proteín; RXFP1,receptor 1 de relaxina; sGC, GC solúvel; 

TGFɓ1,fator de crescimento transformador ɓ1. Modificada de Tamargo e Lopez-Sedon 2011.  
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As urocortinas (UCN) são hormônios da família de peptídeos hipotalâmicos liberador 

de corticotropina (CRH). UCN1, UCN2, e UCN3 se ligam a receptores cardíacos acoplados a 

proteína G (um receptor de CRH 1 ï CRHR1 e 2 ï CRHR2). UCN2 e UCN3 ligam-se ao 

CRHR2 e ativam as vias das proteínas cinases, tais como, a via da PI3K-AKT, da 

ERK1/ERK2 que pertence a família das MAPKs. Estes hormônios podem produzir efeitos 

inotrópicos positivos através da estimulação de PKA e LTCC, bem como da ativação de 

SERCA2 promovendo aumentando a recaptação de Ca
2+

 para o RS. UCN2 e UCN3 também 

promovem a inibição neuro-humoral, vasodilatação e diurese (VENKATASUBRAMANIAM 

et al., 2010). A infusão intravenosa de UCN2 pode aumentar a fração de ejeção ventricular, a 

frequência cardíaca e reduzir a pressão arterial em pacientes com IC crônica (DAVIS et al., 

2007). UCN1 não promove qualquer alteração dos efeitos hemodinâmicos e os efeitos de 

UCN3 em pacientes com IC, ainda não são conhecidos.  

A via de cGMP-sGC-NO representa uma importante via de regulação do tônus e 

proliferação do musculo liso vascular (TAMARGO et al., 2010, MITROVIC et al., 2009, 

TAMARGO et al., 2010a).  Esta via está interrompida na IC devido a redução da 

biodisponibilidade de NO e redução da sensibilidade da sGC ao NO, resultando em redução 

da vasodilatação (Figura 17). O cinaciguat ativa sGC ao estado oxidado aumentando portanto 

a vasodilatação, principalmente na presença de estresse oxidativo (MITROVIC et al., 2009, 

TAMARGO et al., 2010a). Em pacientes com IC diastólica aguda, o cinaciguat melhorou 

parâmetros hemodinâmicos na presença de taxa de filtração glomerular preservada sem 

produzir tolerância ou ativação neuro-humoral (TAMARGO et al., 2010a,). Entretanto, por 

produzir hipotensão em doses elevadas, três ensaios clínicos de fase II estão avaliando os 

efeitos de baixas doses do cinaciguat no tratamento de IC. 

A relaxina é um hormônio peptídico relacionado à insulina que modula as mudanças 

hemodinâmicas e renais durante a gravidez (TAMARGO et al., 2010, TEICHMAN et al., 

2010). Aumenta a vasodilatação por ativação de eNOS e pelo aumento da atividade de 

metaloproteinases tipo 2 e 9 (MMP2 e MMP9) produzindo vasodilatação via NO por ativar 

receptores de endotelina tipo B. A relaxina também aumenta a contratilidade cardíaca, o fluxo 

renal e apresenta propriedade antifibrótica, por inibição da biossíntese de colágeno e 

promover a degradação de colágeno. Apresenta também propriedade anti-inflamatória por 

impedir o aumento de citocinas como TGF-ɓ e propriedade anti-apoptótica (TEICHMAN et 

al., 2010). Em estudo com pacientes com IC aguda descompensada, infusão intravenosa de 

relaxina por 48 horas melhora a dispnéia e a congestão. Também reduz o tempo de 
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hospitalização e a incidência de mortes por complicações cardiovasculares e o número de 

readmissões hospitalares em sessenta dias devido a IC (TEERLINK  et al., 2009).  

Os inibidores de ECA e antagonistas ATR melhoram os sintomas e parâmetros 

hemodinâmicos na IC (DICKSTEIN et al., 2008; HUNT et al., 2009). Estes efeitos são 

atribuídos à inibição dos efeitos deletérios da estimulação de AT1R que leva a vasoconstrição, 

retenção de sódio e água, liberação de aldosterona e vasopressina, estimulação do tônus 

simpático, inflamação, fibrose e crescimento celular. Foram observados efeitos clínicos 

similares com o uso de espirolactona e eplerenona em pacientes com IC e com disfunção 

sistólica após IM (DICKSTEIN et al., 2008; HUNT et al., 2009). 

A renina é limitante da velocidade do RAS. A renina e a pro-renina se ligam a receptor 

especifico (pro)renina, o que aumenta a sua atividade catalítica ativa p42/p44 MAPK e induz 

a liberação de TGF-ɓ, que por sua vez aumenta o inibidor de ativação de plasminogênio 1 

independente da geração de angiotensina II (JENSEN et al., 2008; FUNKE-KAISER et al., 

2009). Assim, os inibidores, diretos, de renina promoveriam um efeito protetor adicional aos 

inibidores do RAS (TAMARGO e LOPEZ-SEDON 2011). O aliscireno é um potente inibidor 

de renina, eficaz por via oral, quando associado à inibidores de ECA e ɓ-bloqueadores. Nos 

pacientes com ICC o aliscireno reduz os níveis de NT-proBNP e reduz a concentração de 

aldosterona urinária. No entanto, não altera o volume sistólico final do VE ou a fração de 

ejeção em pacientes que tiveram IM (TAMARGO LOPEZ-SEDON 2011).  

A IC aumenta a expressão de AT2R e a ativação desses receptores produz efeitos 

opostos aos que são mediados via AT1R (UNGER e DAHLÖF, 2010). O composto 21 é o 

primeiro não peptídeo ativo por via oral e agonista seletivo para AT2R, que: 1. melhora a 

função sistólica e diastólica, 2. diminui a expressão de citocinas pró-inflamatórias, tais como 

IL-1ɓ, IL-2, IL-6, 3. reduz os níveis de mieloperoxidase e expressão de marcador pro-

apoptótico, como caspase-3 e Fas ligado, na zona peri-infartada, 4. reduz a área de fibrose 

(UNGER e DAHLÖF, 2010). O composto 21 está em estudo pré-clínico. Os agonistas de 

AT2R não peptídeos representam uma nova classe de medicamentos com potencial para o 

tratamento da IC (TAMARGO e LOPEZ-SEDON 2011).  

Os antagonistas de receptores de mineralocorticoides (MRA) reduzem a fibrose, o 

remodelamento de VE e melhora a função ventricular sendo eficazes em pacientes com IC 

crônica quando combinados com inibidores de ECA, antagonista ATR e ɓ-bloqueadores 

(DICKSTEIN  et al., 2008; HUNT et al., 2009; FUNDER, 2009). Entretanto, os MRA 

apresentam desvantagens, incluindo efeitos endócrinos secundários e variações 

interindividuais na resposta. Em pacientes com IC tratados com inibidores de AC, 
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antagonistas ATR ou MRA, os receptores de mineralocorticoides são superexpressos e os 

níveis aldosterona circulante e tecidual estão elevados, devido à superexpressão de 

aldosterona sintase, (CYP11B2). Este aumento nos níveis de aldosterona induz efeitos 

mediados por receptores não mineralocordicóides, podendo, portanto limitar os efeitos 

protetores dos MRA (FUNDER, 2009). 

Substâncias inotrópicas positivas não somente são indicadas para a melhora dos 

sintomas e da função cardíaca em pacientes que apresentam baixo débito cardíaco, 

hipoperfusão ou congestão periférica, como também para estabilizar o risco de colapso 

hemodinâmico progressivo (DICKSTEIN et al., 2008; HUNT et al., 2009). Preocupações 

sobre a eficácia e segurança dos medicamentos inotrópicos positivos (digoxina, dopamina, 

dobutamina e inibidores de PDE3) tem estimulado o desenvolvimento de novos 

medicamentos que não aumentem a [Ca
2+

] i, a demanda de oxigênio e não induzam arritmias 

(TAMARGO et al., 2009; TEERLINK et al., 2009; GOLDHABER e HAMILTON 2010) 

(Figura 18).  

Os sensibilizadores de Ca
2+

 melhoram a contratilidade aumentando a ligação de Ca
2+

 a 

troponina C ou através da estabilização do complexo Ca
2+

-troponina C, aumentando assim, a 

geração de força a uma determinada [Ca
2+

] i (TAMARGO et al., 2010; DE LUCA et al., 

2006).  

O levosimendan é um sensibilizador de Ca
2+

, que produz vasodilatação sistêmica e 

pulmonar, abrindo canais de K
+
 dependente de ATP em vasos de resistência. Estudos clínicos 

têm sido realizados para avaliar a segurança do uso deste medicamento em pacientes IC aguda 

descompensada, entretanto, os resultados demonstrados ainda não são conclusivos 

(TAMARGO e LÓPEZ-SEDÓN, 2011). 

Istaroxima inibe a atividade da Na
+
/K

+
ATPase de membrana, o que aumenta a [Ca

2+
] i 

durante a sístole e portanto a contratilidade cardíaca além de estimular a atividade da 

SERCA2a o que leva a um rápido sequestro de Ca
2+

 citosólico para o RS durante a diástole, 

melhorando portanto o relaxamento miocárdico (TAMARGO et al., 2009; TEERLINK et al., 

2009; GOLDHABER e HAMILTON 2010). Em pacientes com IC descompensada aguda, o 

istaroxima melhorou a contratilidade e hemodinâmica e melhora a rigidez do músculo 

cardíaco durante a diastólica sem causar alteração na demanda de O2, na atividade neuro-

hormonal e na função renal. Ao contrário dos inotrópicos disponíveis, a istaroxima aumenta a 

pressão sistólica e diminui a frequência cardíaca (GHEORGHIADE et al., 2008; SHAH et al., 

2009). Em estudo a curto prazo, realizado em pacientes com IC, não houve nenhuma 

evidência de hipotensão ou danos em órgãos-alvos (DICKSTEIN et al., 2008; HUNT et al., 
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2009). Nestes pacientes, a redução da pressão capilar pulmonar foi moderada e o aumento do 

débito cardíaco e a redução do volume diastólico final ocorreram apenas em dose mais 

elevada, sem melhora da função renal (TAMARGO e LÓPEZ-SEDÓN, 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os ativadores de miosina cardíaca aumentam a atividade da miosina ATPase e acelera 

a liberação do fosfato do ciclo de ponte cruzada, o que aumenta a força contrátil e a fração de 

ejeção sem alterar os níveis de cAMP, a [Ca
2+

] i e o fluxo sanguíneo coronariano ou a 

demanda de O2 (TAMARGO et al., 2009; TEERLINK 2009; TAMARGO et al.,  2009). 

Assim, ao contrário dos inotrópicos convencionais, o mercarbil aumenta o tempo e a fração de 

ejeção sem alterar a +dP/dt, demanda de O2 e o fluxo coronariano. Quatro ensaios de fase II 

analisaram a farmacocinética, eficácia e segurança do mercarbil administrado por via 

intravenosa em pacientes com IC estável, com cardiomiopatia isquêmica e angina 

(TEERLINK 2009; TAMARGO et al.,2009 ). Apesar do aumento no tempo de ejeção afetar o 

Figura 18. Locais de ação de agentes inotrópicos positivos. Canal de Ca
2+

 tipo L (LTCCs)  ativa a liberação 

de Ca
2+

 do retículo sarcoplasmático (RS) via receptor da rianodina (RyR2), resultando em aumento da 

concentração de Ca
2+

 intracelular [Ca2+]i e induz a contração cardíaca. A receptação de Ca
2+

 para o RS 

ocorre via Ca
2+

-ATPase (SERCA2) e a extrusão ocorre via trocador 1 Na
+
/Ca

2+
 (NCX1) e Ca

2+
-ATPase de 

membrana permitindo o relaxamento. ȸ1AR, receptor ɓ1 adrenérgico; AAV1/SERCA2, vetor viral adeno  

associado ao gene de SERCA2; AC, adenilato ciclase; PDE3, fosfodiesterase 3; PDE3I, inibidor de 

fosfodiesterase 3; PKA, proteína quinase A; PLB, fosfolamban; TNC, troponina C. Modificada de Tamargo e 

Lopez-Sedon 2011. 
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enchimento diastólico, particularmente durante o exercício, o mercabil não apresentou efeito 

deletério sobre a tolerância ao exercício em pacientes com cardiomiopatia isquêmica em altas 

doses (TAMARGO et al., 2009). Um ensaio de fase IIb está sendo realizado para determinar a 

segurança e eficácia do mecarbil (ClinicalTrials.gov).  

A apelina, ligante de receptor semelhante ao AT1R (APJ), produz potente efeito 

inotrópico positivo, por ativação de PKC que promove sensibilização dos miofilamentos para 

o Ca
2+

, assim como no influxo de Ca
2+

 por ativação de NCX em modo reverso. Também 

promove efeito vasodilatador dependente do endotélio, mediante ativação de Akt promovendo 

liberação de NO, além de promover modulação dos efeitos nocivos da ativação de A1TR.  

Iwanaga et al., (2006), estudaram a eficácia do tratamento com telmisartan (um 

antagonistas de AT1R) em ratos com ratos com IC que apresentavam uma expressão reduzida 

da apelina e do receptor APJ, e demonstraram que o tratamento promoveu normalização dos 

níveis de apelina/APJ, sugerindo que a eficácia da inibição dos receptores AT1 na IC está 

relacionado com os níveis normais de apelina, um potente agente inotrópico positivo 

endógeno. Assim, sugerindo uma regulação direta de apelina/APJ por AngII/AT1. (JAPP  et 

al., 2008; JAPP et al., 2010). Um ensaio clínico está sendo realizada para avaliar os efeitos 

inotrópicos da apelina (ClinicalTrials.gov). 

Até o momento, estes inotrópicos positivos recentes não demonstraram um benefício à 

longo prazo. Por isso, e por causa da novidade de seus mecanismos de ação e ausência de 

estudos comparativos com inotrópicos convencionais, o potencial terapêutico da istaroxima e 

do mecarbil ainda necessita de avaliações em estudos clínicos de fase III com ampliação do 

número dos pacientes tratados (TAMARGO e LÓPEZ-SEDÓN, 2011). 

 

 

1.2.5. RECEPTORES DE ADENOSINA 

 

Adenosina é um nucleosídeo de purina gerado através da defosforilação de 5 

monofosfoato de adenosina (AMP) e pela hidrólise de S-adenosilhomocusteine. A ação da 

adenosina no coração é mediada por receptores acoplados a proteína G; A1-AR e A3-AR que 

ativam proteína GŬi e A2A-AR, e A2B-AR com a«o via prote²na GŬs (MUBAGWA e 

FLAMENG 2001). Estas proteínas G estão associadas classicamente com a inibição ou 

estimulação de AC importante para a manutenção da homeostase de Ca
2+

 (Figura 19). A 

ativação de A2A-AR, e A2B-AR aumenta a contratilidade do miocárdio por via independente 
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do AMP (LIANG et al., 1996) e aumenta o fluxo coronariano via ativação e canal de K
+
 

dependente de ATP (DUNCKER et al., 1995).   

Feldman et al., (2011) sugeriram que a função da adenosina em mediar os efeitos de 

isquemia e proteção após reperfusão poderia ser uma via crucial no desenvolvimento de 

disfunção de VE, hipertrofia e falência cardíaca. A ativação dos subtipos de receptores de 

adenosina gerando uma cascata de sinalização molecular, incluindo Akt, PKC, proteína 

nuclear regulatória MEF2, CERB, HDAC e c-Fos o canal de K
+
 ATP-dependente e PKA 

poderiam regular a função das proteínas regulatórias de Ca
2+

 como PLB e SERCA2a (Figura 

19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A adenosina e seus receptores podem apresentar funções bem diferentes durante o 

desenvolvimento da disfunção cardíaca.  Resultados em modelo de IC secundária a sobre 

expressão de citocinas pró-inflamatória, TNF-Ŭ, em camundongos (FELDMAN et al., 2011) 

demonstraram que os níveis teciduais de adenosina foram aumentados significativamente na 

isquemia, entretanto encontra-se reduzido em 70% em corações com disfunção de VE em 

modelo de superexpressão de TNF-Ŭ. Al®m disso, em ratos com IC os n²veis de A1-AR foram 

aumentado 4 vezes e foi observado redução de 50% dos níveis de A2A-AR, (FUNAKOSHI et 

al., 2007).  

Figura 19. Sinalização da via dos receptores de adenosina. Modificada de Feldman et al., 2011). 
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A anormalidade do funcionamento destes receptores pode ser responsável pela 

redução da contratilidade cardíaca e ou da perfusão coronariana em pacientes com IC 

(ASAKURA et al., 2007). Além disso, esse mal funcionamento dos receptores pode facilitar a 

agregação plaquetária e ativação de leucócitos, responsáveis por danos ao miocárdio e na 

microcirculação (LEDENT  et al., 1997). Asakura et al., (2007) observaram que ocorre uma 

baixa regulação na expressão de A2A-AR, A2B-AR e A3-AR em pacientes com IC implicando 

em baixa regulação de importantes vias da adenosina.  

Em modelo de cardiomiopatia, há uma superexpressão de A1-AR estando associado à 

hipertrofia ventricular, aumento do tamanho de miócitos, redução da frequência cardíaca, 

fibrose ventricular e redução da recaptação de Ca
2+

. Além disso, também foi observado neste 

modelo o aumento da produção de ANP, redução da expressão de SERCA e PLB. Na IC a 

atividade da Akt, uma cinase cardioptrotetora também foi reduzida (FUNAKOSHI et al., 

2007). Enquanto que a hiper expressão de A2A-AR foi associada ao aumento da contratilidade 

cardíaca, assim como ao aumento da expressão de SERCA2a e recaptação de Ca
2+

 pelo RS 

(CHAN et al., 2008). O papel da sinalização mediada por A2A-AR em modelo de isquemia e 

reperfusão em ratos sugere benefícios sobre a função e hemodinâmica cardíaca.  

O A2A-AR é expresso em vários tipos de células, incluindo neutrófilos, monócitos, 

macrófagos, células T, e sua ativação pela adenosina ou análogos resulta em uma ampla gama 

de resposta anti-inflamatória e imunossupressora (HASKO et al., 2008). Tem sido 

demonstrado que ativação de A2A-AR em macrófagos pode suprimir resposta inflamatória 

pela regulação da produção de citocinas pró-inflamatórias, inibição da liberação de TNF-Ŭ e 

IL-12 (KRECKLER et al., 2006; HASKO et al., 2000). A redução da liberação de TNF-Ŭ foi 

associada com a redução da ativação da via de sinalização de NFkB, além disso, a ativação de 

A2A-AR também promove a liberação da citocina anti-inflamatória IL-10. Agonistas de A2A-

AR tem sido associado à supressão de eventos inflamatórios em modelo de isquemia e 

reperfusão em coelho (NORTON et al., 1992), cão (GLOVER et al., 2005a) camundongo 

(YANG et al., 2005) e porco (LASLEY et al., 2001). Ativação seletiva de A2A-AR poderia 

promover cardioproteção via mecanismos anti-inflamatórios sem ativação de outros subtipos 

de receptores (Patel et al., 2009). 
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1.3. LASSBio-294 

 

 

O Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas (LASSBio) vem 

estudando o planejamento, a síntese e as propriedades farmacológicas de novos derivados N-

acilidrazônicos  bioativos (BARREIRO et al., 2002), tendo sido identificados inúmeros 

compostos com propriedades anti-inflamatórias, antitrombóticas e analgésicas (LIMA et al., 

2000). O emprego da estratégia de simplificação molecular (Figura 20) sobre os derivados 

diidro(2H)piridazinônicos, inibidores de PDE (1) permitiu identificar a função N-acilidrazona, 

mascarada em sistema heterocíclico (2).  A inclusão do anel 1,3-benzodioxola, presente no 

safrol (3) ligado ao grupamento acila e substituída do anel fenila ligado a imina pelo anel 

bioisostérico 2-tienila resultando no planejamento da 3,4-metilenodioxibenzoil-2-

tienilidrazona, LASSBio-294. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nosso laboratório tem como linha de pesquisa o desenvolvimento de novas 

substâncias para melhorar a disfunção ventricular e fadiga muscular decorrentes do IM bem 

Figura 20. Esquema representativo da estratégia de simplificação molecular utilizada para romper a ligação a 

dos derivados 2H-piridazinônicos obtendo-se como produto um derivado que apresentou a função N-

acilidrazona, antes mascarada. Kummerle et al., 2009 
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como a utilização de algumas substâncias bioativas pertencentes à classe das N-acilidrazonas 

e o LASSBio-294 foi inicialmente avaliado quanto à sua capacidade em reduzir a área de 

fibrose e em reverter a depressão cardíaca decorrente do IM experimental em ratos. Quatro 

semanas de tratamento com LASSBio-294 proporcionou um aumento no acúmulo de Ca
2+

 no 

RS em fibras cardíacas provenientes de ratos com IM, por promover aumento da captação 

pelo RS. Sendo justificada pelo aumento da expressão de SERCA2a. Estes efeitos resultaram 

na melhora da depressão cardíaca consequente ao IM (GABRIEL, et al., 2010). Também foi 

descrito que a substância impediu o desenvolvimento da área de fibrose, demonstrando 

redução do percentual de colágeno nos ratos infartados tratados por via intraperitoneal, além 

de reduzir a presença de infiltrado celular. Após quatro semanas de IM verificou-se que este 

composto impediu o desenvolvimento de intolerância ao exercício físico e que este efeito 

poderia estar relacionado tanto com a melhora da função cardíaca quanto com relação aos 

seus efeitos na musculatura esquelética, uma vez que foi demonstrado que as alteração 

induzidas pelo infarto no músculo esquelético de ratos não desenvolveram nos animais que 

foram tratados com a substância (DA SILVA, et al., 2013). Além de ter promovido o aumento 

de cGMP via NO (SILVA et al. 2002), levando a vasodilatação em musculo liso vascular. 

Além disso, foi demonstrado que LASSBio-294 se liga a A2A-AR. 

 

 

1.5. LASSBio-897 

 

 

Novas substâncias foram planejadas e sintetizadas a partir de modificações na 

estrutura do LASSBio-294. Diferentes atividades biológicas foram observadas com a série 

alquilados e não-alquilados apresentando um perfil farmacológico importante para o anel 

tienil, uma vez que foi observado ausência de atividade, quando o anel foi substituído por 

outros grupamentos (SILVA et al., 2005). Considerando a importância farmacofórica do anel 

tienila para o efeito farmacológico nesta série, foi então construído um regioisômero do 

LASSBio-294, através da substituição do anel 2-tienil pelo anel 3-tienil, a qual resultou em 

gênese do composto LASSBio-897 (Figura 21). O LASSBio-897 se mostrou 200 vezes mais 

potente do que o protótipo original LASSBio-294 na produção de vasodilatação em anéis de 

aorta de rato e uma redução significativa da pressão arterial em ratos espontaneamente 
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hipertensos após administração aguda e tratamento a longo prazo (ZAPATA-SUDO et al., 

2010). E de forma semelhante ao LASSBio-294, também foi demonstrado sua ligação a A2A-

AR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O desenvolvimento da IC está usualmente relacionado com a hipertensão arterial e ao 

IM, fatores estes que levam a disfunção diastólica, definida por ineficiência do relaxamento 

de VE. Tendo em vista que o tratamento da disfunção diastólica ainda tem se mostrado um 

desafio, os agonistas de A2A-R se mostram um alvo farmacológico atraente para o tratamento 

da IC, devido aos seus efeitos cardioprotetor relacionados ao remodelamento cardíaco, ação 

vasodilatadora, e possível regulação da homeostasia de Ca
2+

. Neste contexto o LASSBio-294 

que já demonstrou interessantes resultados quando utilizados para o tratamento da disfunção 

diastólica em animais normotenso submetidos ao IM, devido ao aumento da receptação de 

íons cálcio e melhora em aspecto do remodelamento cardíaco, bem com demonstrou que suas 

ações poderiam ser mediadas através de A2A-R, e seu derivado o LASSBio-897 apresenta um 

potente efeito vasodilatador se torna atraente o estudo destas duas substâncias em modelo da 

IC. 

 

 

 

Figura 21. Estrutura química de LASSBio-294 (1) e LASSBio-897 (2). 

LASSBio-294 (1) 
LASSBio-897 (2) 
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1.5 OBJETIVO 

 

1.5.1 OBJETIVO GERAL 

 

Tendo em vista à importância clínica do desenvolvimento de fármacos eficazes no 

tratamento da IC decorrente do IM associada à hipertensão arterial, o objetivo desse trabalho 

de tese de doutorado foi avaliar os efeitos produzidos pela administração, via intraperitoneal e 

oral dos compostos, LASSBio-294, LASSBio-897  em ratos espontaneamente hipertensos 

(SHR) após o IM durante 4 e 8 semanas . Para isso foram avaliadas: 

 

1.5.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

¶ Tolerância ao exercício através do teste de esforço; 

¶ Ecocardiografia 

¶ Parâmetros hemodinâmicos;  

Pressão Arterial Sistólica (PAS) 

Pressão Arterial Diastólica (PAD) 

Pressão Arterial Média (PAM) 

Frequência Cardíaca (FC) 

Pressão Ventricular Esquerda (PVE) sistólica e diastólica  

¶ Hipertrofia cardíaca 

¶ Fibrose cardíaca 

¶ Expressão de TNF-a 
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2.Materiais e Métodos 
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Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética do Centro de 

Ciências da Saúde da Universidade Federal do Rio de Janeiro (DFBCICB 049A). Os animais 

foram criados no biotério do Programa de Pós-Graduação em Farmacologia e Química 

Medicinal do Instituto de Ciências Biomédicas da UFRJ. 

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar Kyoto (WKY) e ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR) com 12-14 semanas. Os animais foram mantidos em 

gaiolas de polietileno, quatro animais por caixa, sob condições monitoradas de temperatura, 

com livre acesso a ração do tipo pellets água, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, 

sendo a fase clara de 6 h as 18 h. 

 

 

2.1. MEDIDA DA PRESSÃO ARTERIAL NÃO INVASIVA  

 

 Os animais foram mantidos em uma caixa de contenção, proporcionando o isolamento 

da sua cauda, para medida da pressão arterial através do uso do pletismógrafo de cauda (Mod. 

LE 5001 Pressure Meter) (Figura 22). Foram avaliados os valores de pressão arterial sistólica 

(PAS), pressão arterial diastólica (PAD), pressão arterial média (PAM), bem como a 

frequência cardíaca dos animais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Esquema representativo da medida de pressão, método não invasivo, tail cuff utilizando 

pleitismográfo de cauda. 
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 Os animais, mantidos sob uma fonte de calor radiante, foram aclimatizados na caixa 

de contenção para em seguida, o manguito e o transdutor de pressão serem posicionados na 

porção proximal da cauda. Este procedimento foi realizado três dias consecutivos por um 

período de 10 min. Um dia antes da cirurgia foi então realizada a medida da pressão dos 

animais para que se pudesse confirmar a hipertensão arterial. 

 

 

2.2. MODELO DE INFARTO DO MIOCÁRDIO EXPERIMENTAL  

 

Os ratos foram submetidos à cirurgia experimental para indução do IM em condições 

assépticas e de forma indolor. Os animais foram anestesiados com isoflurano 3% e mantidos 

sob anestesia com 1,5%, para que fossem colocados em decúbito dorsal seguida de realização 

de uma incisão para-external esquerda e dissecção dos músculos grande e pequena peitoral. O 

coração foi exteriorizado entre o 4° e 5° espaços intercostais para oclusão total da artéria 

coronária descendente anterior através da ligadura com fio de seda, 6.0 (Figura 23). 

Imediatamente após este procedimento, o coração foi rapidamente recolocado na cavidade 

torácica e realizada a sutura externa com fio de seda 3.0, seguido de ventilação assistida. Os 

ratos controles foram os falso-operados (Sham), submetidos ao mesmo procedimento 

cirúrgico sem, entretanto, sofrer a ligadura da artéria coronária (GABRIEL et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ligadura da 

artéria coronária 

descencente 

anterior 

Figura 23. Esquema da cirurgia experimental para induzir o IM. No detalhe está indicando a ligadura da 

artéria coronária descendente anterior, Modificado de Winsiow & Kibiuk, 2001. 
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2.3. REGISTRO DO ECG APÓS INFARTO DO MIOCÁRDIO  

 

O eletrocardiograma (ECG) foi realizado antes e 15 min após a cirurgia experimental 

de ligadura da artéria coronária descendente anterior para confirmação do IM. Os eletrodos 

(MLA 1204 Needle Electrodes ï 2 mm Pin - ADInstrments) acoplados ao amplificador e ao 

digitalizador para aquisição do sinal (Powerlab, ADInstruments) foram fixados no tórax do 

animal para o registro do ECG na derivação D2. A análise dos dados foi realizada utilizando-

se o software LabChart (Versão 7,0, ADInstruments). O IM foi determinado pela presença da 

elevação do segmento ST, padrão agudo de lesão, e/ou desenvolvimento de onda Q.   

 

 

2.4. ECOCARDIOGRAFIA  

 

A função cardíaca foi avaliada por um ecocardiógrafo equipado com transdutor 10 

MHz (Esaote modelo, CarisPlus, Firenze, Itália), em dois momentos do estudo; 1. após a 

cirugia para a confirmação do IM, que foi avaliado atraves da imagem no eixo curto em 

modo-M na altura dos papilares; 2. ao final do período de tratamento, sendo captada as 

imagens dos eixos curto e longo paraesternal. O eixo curto B-dimensional, pontos de vista de 

ambos os ventrículos, à nível dos músculos papilares foram adquiridos para obter áreas 

ventriculares esquerdas. Débito cardíaco, volume sistólico e fração de ejeção foram obtidos a 

partir do eixo modo B-longo de acordo com o método de Simpson. As seguintes variáveis 

foram obtidas em modo-M do VE: espessura da parede anterior e posterior, bem como o 

diâmetro interno durante a sistóle e diástole. Doppler da válvula mitral foi aplicado para obter 

a velocidade integrante do fluxo mitral rápido (E) e lento (A). Todas as medidas foram 

obtidas segundo as Diretrizes da Sociedade Americana de Ecocardiografia. 

 

 

 

2.5. TRATAMENTO COM DERIVADOS N-ACILIDRAZÔNICOS  

 

Os derivados N-acilidrazônicos  utilizados neste trabalho foram sintetizados e cedidos 

pelo Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas (LASSBio) da Faculdade de 

Farmácia da UFRJ. 
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Para a administração as substâncias foram solubilizadas em dimetil sulfóxido (DMSO) 

ou em suspensão formulada pelo Laboratório Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos 

LTDA, que por motivo de sigilo patentário não foi possível a descrição da mesma. 

Os grupos de animais submetidos ao infarto ï IM ou não ï Sham, foram subdivididos 

de acordo com o tratamento da seguinte forma: 

1. Veículo, dimetilsulfóxido (DMSO), utilizado como controle; 

2. LASSBio-294, 2 mg.kg
-1
, via intraperitoneal (i.p.) em DMSO; 

3. LASSBio-294, 10 mg.kg
-1
, via oral (v.o.) suspensão; 

4. LASSBio-294, 20 mg.kg
-1
, v.o. em DMSO ou suspensão; 

5. LASSBio-897, 2 mg.kg
-1
, i.p. em DMSO; 

6. LASSBio-897, 20 mg.kg
-1
, v.o suspensão. 

 

O tratamento foi realizado diariamente durante quatro ou oito semanas a partir do dia 

da cirurgia. As substâncias foram diluídas em concentração de 25 mg/ml. 

 

 

2.6. TESTE DE ESFORÇO 

 

Para a avaliação da intolerância ao exercício físico, foi realizado o teste de esforço nos 

ratos dos diferentes grupos experimentais. Os animais foram inicialmente aclimatizados na 

esteira ergométrica (EP ï 131, esteira motorizada para ratos ï Insight ï SP-Brasil) na terceira 

semana após a cirurgia (Figura 24). No momento da aclimatização, os animais foram 

mantidos na esteira durante 10 min, a velocidade da esteira inicialmente parada foi 

gradativamente aumentada até alcançar 8 m.min
-1
. Os animais que não andaram durante 

aclimatização foram excluídos do teste. Este procedimento foi repetido duas vezes durante a 

semana. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Esteira ergométrica, onde foi realizado o teste de esforço. 
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Na última semana de tratamento, os grupos Sham e IM tratados ou não com os 

derivados N-acilidrazônicos, foram submetidos ao teste de esforço. Os animais foram 

colocados na esteira ergométrica, para realização do teste que consistiu de três etapas com 

aumento progressivo da velocidade da esteira: 1. primeira etapa ï velocidade da esteira de 8 

m.min
-1
; 2. segunda etapa ï velocidade da esteira de 12 m.min

-1
; 3. terceira etapa ï velocidade 

da esteira de 18 m.min
-1
. As duas etapas iniciais tiveram duração de 3 min cada, enquanto que 

a etapa final, os ratos permaneciam na esteira até indicarem fadiga, prostração postural, 

momento no qual a corrida foi interrompida e então determinada a distância total percorrida 

pelos animais (Lui e cols. 2010). 

 

 

2.7. HEMODINÂMICA  

 

Ao final do período de tratamento, os animais foram preparados para a medida da 

frequência cardíaca, pressão arterial e da pressão ventricular esquerda (Figura 25). Os animais 

foram mantidos sob anestesia com pentobarbital sódico (50 mg.kg
-1
, i.p).  Em seguida, foi 

realizada a dissecção da artéria carótida direita e então inserido um cateter preenchido com 

soro fisiológico heparinizado, conectado ao transdutor de pressão calibrado (MLT884, 

ADInstruments) para registro da pressão arterial (PA). Após a estabilização da PA, o cateter 

foi introduzido até alcançar o ventrículo esquerdo para obtenção do registro da pressão 

ventricular esquerda sistólica (PVES), pressão ventricular esquerda diastólica final (PVEDF), 

derivadas +dP/dt e -dP/dt. Este dados foram observados e armazenados no computador para 

posterior análise (Powerlab, ADInstruments) utilizando o programa Lab Chart (7.0 Version, 

ADInstruments). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 25. Esquema representativo do procedimento utilizado para registro de pressão arterial e intraventricular, 

frequência cardíaca e eletrocardiograma. 
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2.8. ANALISE HISTOPATOLÓGICA ï PREPARO DE LÂMINAS  

 

Após o estudo hemodinâmico, os animais foram então sacrificados e o músculo 

cardíaco removido e mantido em solução de paraformaldeído 10% em tampão-fosfato, para 

fixação. Posteriormente, os tecidos foram desidratados em 3 banhos de álcool etílico (70, 100 

e 100 %) por 30 min cada para depois passar por 2 banhos de xilol por 30 min. A infiltração 

foi realizada em 2 banhos de parafina a 60°C e o tecido em blocos de parafina foram então 

seccionado em micrótomo (Lupe modelo MRP 03) em frações de 4 mm. 

 

2.8.1. Coloração de Hematoxilina e Eosina 

 

As lâminas foram mantidas em estufa a 60ºC durante 60 min seguido de 3 banhos de 

15 min em xilol para a retirada de parafina. A hidratação foi realizada com 3 banhos de 5 min 

em álcool etílico absoluto seguidos de 2 banhos de 5 mim em água destilada. Então, as 

laminas passaram por um banho na solução de hematoxilina durante 5 mim e lavadas em água 

corrente por 5 min. Para a diferenciação foi utilizado um banho de álcool ácido durante 30 s e 

um banho de 1 min em água amoniacal. As lâminas foram novamente lavadas em 2 banhos de 

5 min em água destilada e passaram pela contra coloração em eosina-floxina durante 2 min. 

Após serem clarificadas, as laminas foram observadas em microscópio óptico (Zeiss ï 

AXIOSTAR-plus).  A coloração histológica topográfica permite a identificação de estruturas 

celulares pela capacidade de reter corantes básicos e ácidos. Os núcleos (caráter basófilo) são 

evidenciados pela hematoxilina em púrpura, após o tratamento com ácido, enquanto que as 

diversas estruturas do citoplasma e matriz extracelular são coradas pela eosina e floxina em 

rósea.  

 

2.8.1.2. Avaliação de infiltrado celular 

 

Para a quantificação de infiltrado celular foram observados 6 campos de lâminas 

coradas com hematoxilina e eosina na objetiva com aumento de 40 vezes. A densidade 

nuclear foi calculada através da razão entre o número de núcleos celulares e a área total 

visualizada em microscópio óptico (Kubota, et al., 2000; Monden et al., 2007). 
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2.8.2. Coloração de Picru-sírius 

As lâminas foram coradas através de um banho em solução de picru-sirius red 0,1% 

durante 90 min. Foi utilizado para diferenciação a solução de ácido clorídrico à 0,01 M, 

durante 2 min. Posteriormente 2 banhos de 5 min em água destilada para lavagem, 3 banhos 

de 30 s em álcool etílico absoluto para desidratação e seguidos de 3 banhos de 5 min de xilol 

para clarificação. Esta coloração histológica permite a observação das fibras colágenas 

coradas em vermelho e o músculo cardíaco corado em amarelo. 

 

2.8.2.1. Quantificação da área de fibrose 

Com o objetivo de quantificar a presença de colágeno, fotografias de 6 campos de 

cada corte (aumento de 20 vezes) foram obtidas das lâminas coradas com picru-sírius. As 

condições para a aquisição das fotos no microscópio com o programa ImageProPlus 6.0 foram 

padronizadas e não houve modificação das mesma após sua obtenção.  As fotos foram então 

analisadas para a quantificação da área marcada em vermelho e da área total, representada 

pela área do tecido sem o interstício.  A presença de fibrose foi identificada através do cálculo 

da razão entre estas duas áreas.  

 

2.8.3. Imunohistoquímica 

Foi realizada avaliação imunohistoquímica para as seguintes proteínas, TNFa (1;400). 

As lâminas foram mantidas em estufa à 60ºC durante 60 min e posteriormente foi 

realizado a seguinte sequencia: 1) 3 banhos de 15 min em xilol para a desparafinização; 2) 

realizado 3 banhos de 1,5, 2 e 1,5 min em álcool etílico absoluto para hidratação; 3) 2 banhos 

de 2 mim em álcool etílico a 95 %; 4) 1 banho de 1 min em álcool etílico 75 %, e; 5) lavagem 

em água para remover o excesso de álcool. As lâminas foram então colocadas em banho de 

peróxido de hidrogênio durante 5 min em temperatura ambiente e finalmente lavadas em 3 

banhos 1,5, 2 e 1,5 min de solução tampão fosfato (PBS). O material foi então transferido 

para uma câmara escura e os cortes foram expostos a soro de cabra 5% durante 30 min em 

temperatura ambiente. Em seguida, as lâminas foram novamente lavadas com PBS e então 

incubadas com anticorpo primário diluído em BSA 1%, em câmara escura durante a noite a 

4ºC. Após esta etapa, as lâminas foram lavadas com PBS, e incubadas com anticorpo 

secundário (1:2) diluído em BSA 1% durante 3 h a 4ºC. Este período foi seguido de lavagem 

com PBS, banho de 2,5 min com Tris a 37ºC e exposta a DAB durante 10 min. Elas então 
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foram lavadas com água por 1 min e coradas com hematoxilina por 5 min e lavadas em água 

corrente durante 5 min. Foi então realizada a desidratação e montagem com o entellan.  

A quantificação foi feita através de imagens de 6 campos de cada corte (aumento de 40 

vezes) obtidas das lâminas em estudo. As condições para a aquisição das fotos no microscópio 

com o programa ImageProPlus 6.0 foram padronizadas e não houve modificação das mesma 

após sua obtenção. As imagens foram então analisadas para a quantificação da área marcada 

pelo anticorpo em relação à área total observada. 

 

2.9. REGISTRO DE TENSÃO ISOMÉTRICA EM ANÉIS DE AORTA  

 

 Para avaliar a reatividade vascular, a porção torácica da artéria aorta foi retirada, 

dissecada e suspensa em hastes, sendo uma haste móvel e a outra fixa e colocada em cuba 

vertical preenchida com 20 ml de solução Tyrode modificada constituída de (em mM): NaCl, 

123; KCl, 4,7; MgCl2, 1,2; KH2PO4, 1,2; dextrose, 11,5; NaHCO3, 15,5; CaCl2, 1,2, 

continuamente oxigenada com mistura carbogênica (95% O2 , 5% CO2) à 37ºC. A haste móvel 

foi conectada a um transdutor de força (Grass FT 03) para o registro de tensão isométrica 

(Figura 28). Os sinais gerados foram digitalizados (Digidata 1322) e armazenados em 

computador para análise através do programa Axoscope (Axon Instruments, Inc.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 26. Esquema representativo do procedimento utilizado para registro de tensão isométrica em 

anéis de aorta. 
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Após o período de estabilização da preparação (1 h e 30 min) sob 1 g de tensão, foi 

avaliada a reatividade vascular, onde, o tecido foi exposto a concentrações crescentes de 

fenilefrina (1 nM ï 10 µM) para avaliar a reatividade vasoconstritora do tecido. Após ser 

realizado a contração dos anéis de aorta como descrito anteriormente os mesmos foram 

expostos a concentrações crescentes de acetilcolina (1 nM ï 10 µM) para avaliar a reatividade 

vasodilatadora do tecido. 

 

2.10. ANALISE ESTATÍST ICA  

 

Os dados foram expressos como média ± EPM. O teste (One-way) ANOVA foi 

utilizado, para as comparações entre Sham e os demais grupos, considerando significância 

estatística P < 0,05. Os gráficos foram construídos utilizando-se o programa PRISMA 5.0 

para representar os dados obtidos. 
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3.Resultados 
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3.1. MEDIDA DA PRESSÃO ARTERIAL NÃO INVASIVA  

 

 

  A medida da pressão arterial dos animais foi realizada no dia anterior a cirurgia de IM 

para confirmação da hipertensão arterial no grupo experimental. PAS, PAD e PAM dos WKY 

foram iguais a 130,6 ± 4,2 mmHg, 86,9 ± 4,0 mmHg e 100,7 ± 7,5 mmHg, respectivamente, 

enquanto os SHR apresentaram significativa hipertensão com 178,2 ° 4,9 mmHg, 133,6 ° 4,8 

mmHg e 137,94 ° 7,2 mmHg (P < 0,05) (Figura 27). Confirmando, portanto, que os SHR 

com idade que variava entre 12ï14 semanas, apresentavam hipertensão arterial. Em seguida, 

os animais foram divididos aleatoriamente em grupos Sham e IM para serem submetidos ao 

procedimento cirúrgico para induzir o IM. 

 

      

      

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. CONFIRMAÇÃO DO INFARTO DO MIOCÁRDIO  
 

 

ECG foi registrado antes e após o IM para identificação de alterações observadas após 

isquemia. Na Figura 28 podemos observar registros típicos do ECG de rato antes (Figura 

28A) e após o IM (Figura 28B). Note que após a realização da cirurgia que induziu o IM 

Figura 27. Medida da pressão arterial antes da cirurgia. Pressão arterial sistólica (PAS), diastólica, (PAD) e 

média (PAM), de animais normotensos WKY e hipertensos SHR com idade entre 12-14 semanas. 
$
P < 0,05 
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observou-se elevação do segmento ST e desenvolvimento de onda Q (Figura 28B), sendo 

estes eventos considerados como estágio de padrão de lesão aguda isquêmica (Grauer, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Em seguida, foi realizada a confirmação do IM através de imagem ecocardiográfica 

avaliando a motilidade da parede anterior do VE no eixo curto 2. Verificou-se que após a 

indução do IM através da ligadura da artéria coronária, a parede anterior do VE apresentou-se 

imóvel como indicado pela seta na Figura 29. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Registro de ECG. A, registro de ECG antes do IM; B, registro de ECG após o IM, com surgimento 

de onda Q e elevação do segmento ST na derivação D1. 

Figura 29. Ecocardiograma ï Modo-M Eixo curto 2. Painel da esquerda, imagem antes do IM; painel da direita, 

imagem após o IM. A seta indica a parede anterior do VE. 
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3.3 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS FARMACOLÓGICO DO 

TRATAMENTO COM LASSBio -294 EM SHR INFARTADO 
 

 3.1. HEMODINÂMICA   
 

Quatro semanas após a cirurgia, os animais tratados ou não com as substâncias foram 

preparados para avaliação hemodinâmica. A PAS dos grupos WKY-Sham e WKY-IM foi de 

110,0 ± 8,9 mmHg e 116,8 ± 4,8 mmHg, respectivamente demonstrando que o IM não afetou 

a PAS. No entanto, observou-se aumento da PAS nos grupos SHR-Sham e SHR-IM de 172,7 

± 7,8 mmHg e 189,3 ± 8,3 mmHg (P < 0,05) respectivamente, o que confirmou a hipertensão 

arterial no grupo SHR conforme avaliação da PA não invasiva. Além disso observamos que a 

indução do IM em SHR não promoveu nenhuma alteração na PAS. Contudo, a PAS do grupo 

SHR-IM-LASSBio-294 foi reduzida para 143,1 ± 6,6 mmHg (P < 0,05), (Figura 30A) 

indicando efeito anti-hipertensivo da substância quando administrada na dose de 2 mg.kg
-1

 

por via i.p.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Hemodinâmica ï Pressão Arterial. A, Pressão Arterial Sistólica; B, Pressão Arterial Diastólica; C, Pressão 

Arterial Média; Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sham e IM, e SHR, Sham e IM tratados 

ou não com LASSBio-294, i.p. 2 mg.kg
-1
. Dados foram expressos em média ° EPM. 

$
P < 0,05 comparado WKY-

Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=5. 
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Em relação à avaliação da PAD, também não foi observada diferença significativa 

entre WKY-Sham e WKY-IM com 71,7 ± 6,7 mmHg e 88,1 ± 5,9 mmHg, respectivamente. 

No entanto, observamos aumento da PAD no grupo SHR-Sham e SHR-IM, de 127,6 ± 6,8 

mmHg e 137,5 ± 5,1 mmHg (P < 0,05), respectivamente. Após tratamento com LASSBio-

294 (2 mg.kg
-1 

i.p.), houve recuperação parcial da PAD no SHR-IM-LASSBio-294, para 

120,9 ± 15,8 mmHg, não sendo diferente significativamente quando comparado aos grupos 

WKY-Sham e ao SHR-Sham (Figura 30B). 

  A PAM do WKY-Sham foi de 79,8 ± 4,6 mmHg e do WKY-IM foi de 101,2 ± 6,3 

mmHg, estando elevada nos grupos SHR-Sham e SHR-IM com 149,6 ± 7,3 mmHg e 163,0 ± 

6,4 mmHg, respectivamente (P < 0,05). O tratamento do grupo SHR-IM com LASSBio-294 

(2 mg.kg
-1
 i.p.), promoveu redução significativa da PAM quando comparado ao SHR-Sham 

para 121,7 ± 6,7 mmHg, (P < 0,05) (Figura 30C).  

Também foi avaliado a FC dos animais, onde os grupos WKY-Sham e WKY-IM 

apresentaram 350,8 ± 19,4 bpm e 333,1 ± 12,3 bpm, respectivamente, indicando que o IM não 

alterou a FC no animal normotenso. Nos grupos SHR-Sham e SHR-IM a FC aumentou para 

406,5 ± 11,5 bpm e 415,4 ± 9,6 bpm, (P < 0,05), respectivamente. Após tratamento com 

LASSBio-294 observamos que a FC reduziu significativamente para 327,1 ± 37,7 bpm (P < 

0,05), quando comparado quando comparada aos grupos SHR-Sham (406,5 ± 11,5 bpm) e 

SHR-IM (415,4 ± 9,6 bpm) (Figura 31A), indicando recuperação completa deste parâmetro. 
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Figura 31. Hemodinâmica ï Frequência Cardíaca. A, Frequência Cardíaca; B, Duplo Produto. Medidas realizadas 

quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sam e IM, e SHR, Sham e IM tratados ao não com LASSBio-294, i.p. 2 

mg.kg
-1
. Dados foram expressos em média ° EPM. 

$
P < 0,05 comparado WKY- Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR- 

Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=5 
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Adicionalmente, foi realizado o cálculo do duplo produto (PASxFC), para avaliação 

indireta do trabalho cardíaco. Não houve diferença significativa entre os grupos WKY-Sham 

(39364 ± 5003 mmHg.bpm) e WKY-IM (39749 ± 2272 mmHg.bpm), entretanto houve 

aumento deste parâmetro nos grupos SHR-Sham e SHR-IM para 71075 ± 4380 mmHg.bpm 

(P < 0,05) e 77198 ± 4979 mmHg.bpm (P < 0,05), respectivamente, indicando que a 

hipertensão pode interferir com a função ventricular. Observou-se também que o duplo 

produto foi reduzido para o SHR-IM-LASSBio-294 (2 mg.kg
-1
 i.p.) foi de 44925 ± 4508 

mmHg.bpm (P < 0,05), quando comparado ao SHR-Sham e SHR-IM, apresentando 

recuperação completa (Figura 31B).  

Numa etapa seguinte, estudamos o efeito de LASSBio-294 na dose de 10 e 20 mg.kg
-1

, 

administrado pela via oral. Neste protocolo avaliamos também a substância em suspensão. 

A PAS do grupo SHR-IM foi reduzida significativamente de 197,3 ± 7,2 mmHg para 

131,4 ± 13,9 (P < 0,05) e 114,2 ± 8,8 mmHg (P < 0,05), quando tratado com LASSBio-294 

diluído em DMSO, nas doses de 10 e 20 mg.kg
-1
, por via oral, respectivamente (Figura 32A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Hemodinâmica ï Pressão Arterial. A, Pressão Arterial Sistólica; B, Pressão Arterial Diastólica; C, Pressão 

Arterial Média. Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sham e IM, e SHR Sham e IM tratados 

ou não com LASSBio-294, via oral, 10 e 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO ou em suspensão. Dados foram expressos em 

média ° EPM. 
$
P < 0,05 comparado ao WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 

&
P < 0,05 comparado ao 

SHR-IM. n=6 
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Entretanto, quando os grupos SHR-IM foram tratados por via oral com a suspensão de 

LASSBio-294, 10 mg.kg
-1
 e 20 mg.kg

-1
, houve apenas recuperação parcial da PAS (172,2 ± 

30,2 mmHg e 156,6 ± 13,4 mmHg, respectivamente). Além disso, quando foi realizado o 

tratamento com LASSBio-294 (20 mg.kg
-1

) para o SHR-Sham a PAS reduziu para 130,1 ± 7,1 

mmHg (P < 0,05) demonstrando efeito anti-hipertensivo (Figura 32A). 

Assim como para a PAS, houve recuperação parcial da PAD. No grupo SHR-IM-

LASSBio-294 a PAD reduziu de 142,2 ± 4,5 mmHg (SHR-IM) para 102,5 ± 12,1 mmHg (P < 

0,05) e 83,1 ± 5,8 mmHg (P < 0,05) quando tratado com LASSBio-294 diluído em DMSO 

nas doses de 10 e 20 mg.kg
-1
, respectivamente (Figura 32B). Entretanto, para os grupos 

tratados com suspensão de LASSBio-294 com ambas as doses testadas não houve redução 

significativa  quando comparado os SHR-IM, para a PAD foi de 125,4 ± 25,1 mmHg e 127,4 

± 7,2 mmHg, para tratamento de 10 e 20 mg.kg
-1
, respectivamente, contudo, estes valores 

também não apresentaram diferença significativa quando comparados aos grupos WKY-Sham 

(109,0 ± 24,1 mmHg) SHR-Sham (114,9 ± 13,7 mmHg) (Figura 32B).   

A PAM foi reduzida pelo LASSBio-294 quando administrado por via oral solubilizado 

em DMSO. Os grupos SHR-IM+LASSBio-294 tiveram PAM de 117,6 ± 12,8 mmHg (P < 

0,05) e 99,5 ± 7,4 mmHg (P < 0,05) após tratamento com 10 e 20 mg.kg
-1
, respectivamente. 

Estes valores foram significativamente menores que o grupo SHR-IM (169,0 ± 5,6 mmHg) 

(Figura 32C). Entretanto, o tratamento do SHR-IM com a suspensão de LASSBio-294 nas 

doses de 10 e 20 mg.kg
-1
 não reduziu a PAM destes animais, sendo iguais a 136,7 ± 27,5 

mmHg e 135,4 ± 14,0 mmHg, se mostrando semelhante ao grupo SHR-IM (Figura 32C). 

Quando foi analisada a FC dos grupos tratados por via oral, verificou-se redução 

parcial da FC para os grupos SHR-IM+LASSBio-294 (10 mg.kg
-1
) quando o LASSBio-294 

foi administrado solubilizado em DMSO e formulado em suspensão, sendo de 385,4 ± 14,4 

bpm e 374,6 ± 20,3 bpm, respectivamente.  Entretanto, quando os grupos SHR-

IM+LASSBio-294 foram tratados com a dose de 20 mg.kg
-1
 solubilizado em DMSO ou em 

suspensão observou-se redução significativa da FC para os dois grupos, sendo de 415,4 ± 9,5 

bpm para 361,4 ± 8,8 bpm e 338,7 ± 19,5 bpm (P < 0,05), respectivamente (Figura 33A). 

Além disso, houve redução parcial da FC no SHR-Sham-LASSBio-294 (DMSO) para 376,4 ± 

13,6 bpm, não sendo significativamente diferente dos grupos WKY-Sham e SHR-Sham. 

Ambos os tratamentos com LASSBio-294 em DMSO nas doses de 10 e 20 mg.kg
-1
, 

promoveram a recuperação completa do trabalho cardíaco, pois houve redução do duplo 

produto (Figura 33B). Entretanto, o tratamento dos SHR-IM com suspensão de LASSBio-294 

na dose de 10 mg.kg
-1
 não reduziu o trabalho cardíaco quando comparado aos SHR-Sham e 
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SHR-IM. Quando utilizamos a suspensão a normalização deste parâmetro só foi observado 

quando o tratamento dos animais SHR infartados foi realizado com 20 mg.kg
-1
 da suspensão 

de LASSBio-294 (Figura 33B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após o registro da pressão arterial, o cateter foi introduzido até o ventrículo esquerdo 

para medida da pressão ventricular. A pressão ventricular esquerda sistólica (PVES) dos 

grupos WKY-Sham e WKY-IM foi de 120,4 ± 7,6 mmHg e 123,2 ± 2,9 mmHg, 

respectivamente, não havendo diferença entre os mesmos. Contudo, a PVES foi elevada para 

os grupos SHR-Sham e SHR-IM sendo de 158,3 ± 7,2 mmHg e 164,5 ± 8,6 mmHg (P < 0,05) 

indicando maior trabalho cardíaco e indiretamente um gasto maior de energia para a 

manutenção da função sistólica dos animais hipertensos (Figura 34A).  

Quando os animais SHR-IM foram tratados com LASSBio-294 na dose 2 mg.kg
-1
 i.p. 

houve recuperação parcial da PVES para 134,2 ± 10,1 mmHg,  não apresentou diferença 

significativa entre os grupos WKY-Sham e SHR-Sham (Figura 34A).  

 

0

100

200

300

400

500

$

*&*

$

F
re

q
u
ê

n
c
ia

 C
a
rd

ía
c
a

(B
a
tim

e
n
to

/m
in

)

0

20000

40000

60000

80000

100000

$

*&

$

*
* *

&

&

D
u
p

lo
 P

ro
d

u
to

(P
A

S
xF

C
)

A B

Figura 33. Hemodinâmica ï Frequência Cardíaca. A, Frequência Cardíaca; B, Duplo Produto. Medidas realizadas 

quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sam e IM, e SHR, Sham e IM tratados ou não com LASSBio-294, via oral, 

10 e 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO ou em suspensão. Dados foram expressos em média ° EPM. 

$
P < 0,05 comparado 

ao WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=6 

SHR-Sham + DMSO

SHR-IM + DMSO

SHR-IM + LASSBio-294 (10 mg.kg
-1

 - Suspensão)

SHR-IM + LASSBio-294 (20 mg.kg
-1

 - Suspensão)

WKY-Sham + DMSO

WKY-IM + DMSO

SHR-IM + LASSBio-294 (10 mg.kg
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 - DMSO)
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 - DMSO)

SHR-Sham + LASSBio-294 (20 mg.kg
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 - DMSO)
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Para avaliar a taxa de desenvolvimento da pressão ventricular esquerda sistólica que 

indica de forma indireta a contratilidade cardíaca, determinou-se a +dP/dt. O IM não alterou a 

+dP/dt não havendo diferença significativa entre os grupos WKY-Sham e WKY-IM, com 

valores de 6325 ± 567 mmHg.s
-1

 e 4533 ± 602,0 mmHg.s
-1
, respectivamente. Entretanto, os 

grupos SHR-Sham e SHR-IM apresentaram aumento da +dP/dt de 10019 ± 757 mmHg.s
-1
 e 

9758 ± 930 mmHg.s
-1
 (P < 0,05), respectivamente, indicando que a sístole cardíaca nestes 

animais ocorre de forma mais rápida, associada a maior gasto de energia. Contudo, o 

tratamento do grupo SHR-IM com LASSBio-294, 2 mg.kg
-1
 i.p., promoveu redução da +dP/dt 

para 7679 ± 1847 mmHg.s
-1
, não havendo diferença significativa quando comparado ao 

WKY-Sham e SHR-Sham (Figura 34B). 

SHR-Sham + DMSO

SHR-IM + DMSO

SHR-IM + LASSBio-294 (2 mg.kg
-1

 i.p.)

WKY-Sham + DMSO

WKY-IM + DMSO

Figura 34. Hemodinâmica ï Pressão Intraventricular. A, Pressão Ventricular Esquerda Sistólica (PVES); B, Taxa de 

desenvolvimento da pressão ventricular esquerda sistólica (+dP/dt); C, Pressão Ventricular Esquerda Diastólica Final 

(PVEDF); D, Taxa de desenvolvimento da pressão ventricular esquerda diastólica (-dP/dt).  Medidas realizadas quatro 

semanas após a cirurgia, em WKY, Sam e IM, e SHR, Sham e IM tratados ou não com LASSBio-294, i.p. 2 mg.kg
-1
. 

Dados foram expressos em média ° EPM. 
$
P < 0,05 comparado ao WKY- Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR- 

Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=5 
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A pressão ventricular esquerda diastólica final (PVEDF) nos grupos WKY-Sham e 

SHR-Sham foi de 6,57 ± 0,68 mmHg e 8,98 ± 1,11 mmHg, respectivamente. O IM induziu o 

aumento da PVEDF nos grupos WKY-IM e SHR-IM para 18,81 ± 1,68 mmHg (P < 0,05) e 

25,54 ± 3,11 mmHg (P < 0,05), respectivamente,  sugerindo provável disfunção diastólica 

(Figura 34C), induzida pelo IM. Estes resultados sugerem que o relaxamento cardíaco dos 

SHR submetidos ao IM é ainda mais prejudicado do que dos WKY. A administração 

intraperitoneal de 2 mg.kg
-1
 de LASSBio-294 impediu o aumento da PVEDF sendo no grupo 

SHR-IM-LASSBio+294 de 14,76 ± 2,99 mmHg (P < 0,05) semelhante ao WKY-Sham e 

SHR-Sham, sugerindo que este tratamento impediu o desenvolvimento da disfunção 

diastólica no grupo SHR. 

Na Figura 34D mostra a taxa de desenvolvimento da pressão ventricular esquerda 

diastólica (-dP/dt), índice indireto do relaxamento cardíaco. O IM reduziu a -dP/dt de -4542 ± 

442 mmHg.s
-1
 (WKY-Sham) para -2978 ± 149 mmHg.s

-1
 (WKY-IM) (P < 0,05), indicando 

que a velocidade de relaxamento nestes animais também está prejudicada após quatro semana 

de IM. Para os grupos SHR-Sham e SHR-IM foi observado aumento da -dP/dt para -7121 ± 

664,2 mmHg.s
-1
 e -6723 ± 429 mmHg.s

-1
 (P < 0,05), respectivamente, quando comparado ao 

WKY-Sham; possivelmente como resposta compensatória da hipertensão arterial nestes 

animais (Figura 34D). Contudo, após tratamento com LASSBio-294 (2 mg.kg
-1
 i.p.), o grupo 

SHR-IM-LASSBio+294, apresentou redução -dP/dt de -4883 ± 475 mmHg.s
-1
, não sendo 

diferente dos grupos WKY-Sham ou SHR-Sham e SHR-IM (Figura 34D).   

Estes mesmos parâmetros foram avaliados para os animais SHR-IM, tratados com 

LASSBio-294 nas doses de 10 e 20 mg.kg
-1

 v.o., diluído em DMSO ou em suspensão. 

Verificou-se que a PVES do SHR-IM-LASSBio+294, 10 e 20 mg.kg
-1

 em DMSO foi de 

134,0 ± 14,4 mmHg e 133,2 ± 14,7 mmHg, com recuperação parcial quando comparado com 

os grupos WKY-Sham (120,4 ± 7,6 mmHg) e SHR Sham (158,3 ± 7,2 mmHg). O tratamento 

com a suspensão de LASSBio-294 (10 mg.kg
-1
), manteve a PVES elevada em 169,8 ± 12,8 

mmHg no grupo SHR-IM. Entretanto, o tratamento com a maior dose (20 mg.kg
-1

) reduziu 

parcialmente a PVEDF para 151,7 ± 9,7 mmHg, (Figura 35A). a analise estatística não 

evidenciou diferença significativa com  o grupo WKY-Sham (129,2 ± 14,7 mmHg) e como o 

grupo SHR-Sham (179,8 ± 8,8 mmHg).  

Houve recuperação parcial da +dP/dt para os quatro grupos de SHR-IM tratados com 

LASSBio-294. Nos grupos onde LASSBio-294 foi diluído em DMSO os valores da +dP/dt 

foram iguais a 8046 ± 1197 mmHg.s
-1 

e 8544 ± 1026 mmHg.s
-1
, de acordo com as doses de 10 

e 20 mg.kg
-1
, respectivamente. No caso do tratamento com a suspensão os valores foram de 
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8881 ± 773 mmHg.s
-1
 e 6994 ± 933 mmHg.s

-1
, não apresentando diferença significativa entre 

os grupos WKY-Sham e SHR-Sham (Figura 35B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O tratamento dos grupos SHR-IM+LASSBio-294, com 10 ou 20 mg.kg
-1
, em DMSO 

impediu o desenvolvimento da disfunção diastólica. A PVEDF foi significativamente 

reduzida para 7,87 ± 1,13 mmHg e 4,91 ± 0,76 mmHg (P < 0,05), respectivamente, quando 

comparado ao SHR-IM (25,54 ± 3,11 mmHg). Porém, o tratamento dos grupos SHR-IM-

LASSBio+294, com 10 ou 20 mg.kg
-1
, em suspensão, promoveu apenas redução parcial da 

PVEDF para 15,08 ± 3,68 mmHg e 14,62 ± 2,76 mmHg (P < 0,05), respectivamente (Figura 

35C). estes valores  foram significativamente menores quando comparados ao SHR-IM 
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Figura 35. Hemodinâmica ï Pressão Intraventricular. A, Pressão Ventricular Esquerda Sistólica (PVES); B, 

Taxa de desenvolvimento da pressão ventricular esquerda sistólica (+dP/dt); C, Pressão Ventricular Esquerda 

Diastólica Final (PVEDF); D, Taxa de desenvolvimento da pressão ventricular esquerda (-dP/dt).  Medidas 

realizadas quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sham e IM, e SHR, Sham e IM tratados ou não com 

LASSBio-294, via oral, 10 e 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO ou em suspensão. Dados foram expressos em 

média ° EPM. 
$
P < 0,05 comparado ao WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 

&
P < 0,05 

comparado ao SHR-IM. n=6 
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(25,54 ± 3,11 mmHg), entretanto foram maiores quando comparado ao WKY-Sham (6,57 ± 

0,68). 

Os resultados da -dP/dt dos grupos SHR-IM tratados com LASSBio-294 diluído em  

DMSO (p.o.) , foram de -7807 ± 858 mmHg.s
-1
 e -7238 ± 1187 mmHg.s

-1
, para as doses de 10 

mg.kg
-1
 e 20 mg.kg

-1
, respectivamente. Apenas o grupo SHR-IM tratado com LASSBio-294 

em suspensão na dose de 20 mg.kg
-1

 apresentou -dP/dt de -5978 ± 368 mmHg.s
-1
 (Figura 

35D).  

A análise hemodinâmica também foi realizada em animais tratados com LASSBio-294 

(20 mg.kg
-1
) diluído em DMSO ou em suspensão, durante oito semanas. 

A PAS do grupo SHR-Sham e SHR-IM foi 187,2 ± 10,4 mmHg e 204,9 ± 7,6 mmHg 

respectivamente (Figura 36A). Quando os animais SHR-IM foram tratados por via oral com 

20 mg.kg
-1
 de LASSBio-294, diluído em DMSO e suspensão, a PAS reduziu para 120,7 ± 

11,8 mmHg (P < 0,05) e para 158,8 ± 13,3 mmHg (P < 0,05), respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Hemodinâmica ï Pressão Arterial. A, Pressão Arterial Sistólica; B, Pressão Arterial Diastólica; C, Pressão 

Arterial Média. Medidas realizadas oito semanas após cirurgia SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-294, via 

oral, 20 mg.kg
-1
, diluído em DMSO ou suspensão. Dados foram expressos em média ° EPM. *P < 0,05 comparado ao 

SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM.n=5 
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A PAD do grupo SHR-IM+LASSBio-294 (diluído em DMSO) foi reduzida para 77,8 

± 18,8 mmHg (P < 0,05). Porém, o tratamento com a suspensão não foi eficaz em reduzir a 

PAD (126,0 ± 10,5 mmHg) (Figura 36B). 

De forma semelhante à PAD, a PAM reduziu para 99,3 ± 14,3 mmHg (P < 0,05) no 

grupo SHR-IM+LASSBio-294 para a diluição em DMSO (Figura 36C). Entretanto, não 

ocorreu redução deste parâmetro no grupo SHR-IM tratado com LASSBio-294 em suspensão 

com PAM de 143,3 ± 11,6 mmHg.  

A FC avaliada nos grupos SHR-Sham e SHR-IM foi de 442,8 ± 18,0 bpm e 418,8 ± 

8,82 bpm, respectivamente, com redução para 362,9 ± 28,0 bpm (P < 0,05) e 362,3 ± 18,4 

bpm (P < 0,05) quando tratados com LASSBio-294 (20 mg.kg
-1
) solubilizado em DMSO ou 

em suspensão, repectivamente (Figura 37A). 

Da mesma forma que para os grupos de quatro semanas também foi avaliado o duplo 

produto para os grupos tratados durante oitos semanas. Observamos que os valores do duplo 

produto dos grupos SHR-IM+LASSBio-294, diluído em DMSO e em suspensão reduziu para 

44618 ± 7427 mmHg.bpm e 57605 ± 5629 mmHg.bpm (P < 0,05), respectivamente, quando 

comparado ao SHR Sham e IM. Estes resultados apontam para um menor consumo de 

oxigênio pelo coração de animais tratados (Figura 37B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Numa etapa seguinte foram avaliadas a PVES, PVEDF e derivadas positiva e negativa 

nos grupos experimentais tratados, durante oito semanas, com LASSBio-294 diluído em 

DMSO ou em suspensão.  

B 

Figura 37. Hemodinâmica ï Frequência Cardíaca. A, Frequência Cardíaca; B Duplo Produto. Medidas realizadas oito 

semanas após a cirurgia em SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-294, via oral, 20 mg.kg
-1
, diluído em 

DMSO ou em suspensão. Dados foram expressos em média ° EPM. *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 

comparado ao SHR-IM. n=5 
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Conforme anteriormente mencionado, a hipertensão arterial induz aumento da PVES. 

Assim, nos grupos SHR-Sham e SHR-IM, a PVES foi de 179,8 ± 8,8 mmHg e 177,0 ± 11,20 

mmHg, respectivamente. Estes resultados indicam que mesmo com um período maior de IM 

(8 semanas), a PVES não foi modificada quando comparada ao dos animais SHR infartados 

no período de quatro semanas. No entanto, quando este parâmetro foi avaliado no grupo SHR-

IM tratado oralmente com LASSBio-294 diluído em DMSO, 20 mg.kg
-1
, foi observado a 

redução da PVES para 133,8 ± 19,2 mmHg (P < 0,05). O mesmo não foi observado com a 

administração da suspensão de LASSBio-294. Onde registramos uma PVES ainda alta de 

155,3 ± 10,1 mmHg (Figura 38A). 

Contudo quando foi avaliado o índice de contratilidade através da +dP/dt, verificou-se 

que o tratamento do grupo SHR-IM com LASSBio-294 diluído em DMSO (8956 ± 2313 

mmHg.s
-1
), não promoveu redução deste parâmetro. Entretanto, os animais SHR-IM tratados 

com a suspensão de LASSBio-294 a +dP/dt foi reduzida para  4781 ± 659 mmHg.s
-1
 (P < 

0,05) quando comparado aos grupos SHR-Sham e SHR-IM (Figura 38B). 
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Figura 38. Hemodinâmica ï Pressão Intraventricular. A, Pressão Ventricular Esquerda Sistólica (PVES); B, Taxa de 

desenvolvimento da pressão ventricular esquerda sistólica (+dP/dt); C, Pressão Ventricular Esquerda Diastólica Final 

(PVEDF; D, Taxa de desenvolvimento da pressão ventricular esquerda diastólica (-dP/dt)). Medidas realizadas oito 

semanas após a cirurgia em SHR Sham e IM tratados ou não com de LASSBio-294, via oral, 20 mg.kg
-1
, diluído em 

DMSO ou suspensão. Dados foram expressos em média° EPM. *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 

comparado ao SHR-IM. n=5 
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A PVEDF nos animais do grupo SHR submetidos ao IM durante oito semanas 

aumento para 30,05 ± 2,82 mmHg (P < 0,05) quando comparado ao SHR-Sham (11,01 ± 1,62 

mmHg) foram submetidos ao IM (SHR-IM) indicando a disfunção diastólica após 8 semanas 

de IM. O tratamento oral do grupo SHR-IM com LASSBio-294 (20 mg.kg
-1
) solubilizado em 

DMSO ou em suspensão, promoveu a redução da PVEDF para 10,7 ± 6,5 mmHg e 16,25 ± 

2,5 mmHg (P < 0,05), respectivamente. Este resultado mais uma vez indica que o tratamento 

com LASSBio-294 pode impedir o desenvolvimento da disfunção diastólica (Figura 38C). 

A -dP/dt para o grupo SHR-Sham foi de -7688 ± 450 mmHg.s
-1
, com redução deste 

parâmetro para -1282 ± 1396 mmHg.s
-1
 (P < 0,05), quando os animais foram submetidos ao 

IM (Figura 38D). Esta redução na velocidade de relaxamento foi evitada quando LASSBio-

294 diluído em DMSO foi administrado por via oral durante 8 semanas. O grupo SHR-IM-

LASSBio-294 (DMSO) apresentou derivada negativa de -6350 ± 1541 mmHg.s
-1
, semelhante 

ao grupo SHR-Sham indicando uma velocidade de relaxamento mais rápida para os animais 

infartados tratados. Já para o grupo tratado com LASSBio-294 em suspensão houve 

recuperação parcial deste parâmetro, sendo a -dP/dt de -4435 ± 379 mmHg.s
-1
 (Figura 38D). 

 

 

 

3.3.2. ECOCARDIOGR AMA  

 

3.3.2.1. Estrutura do Ventrículo Esquerdo 

  

 Na quarta semana de tratamento, os animais dos diferentes grupos experimentais 

foram submetidos novamente a avaliação ecocardiográfica. Inicialmente foram avaliados os 

parâmetros estruturais do VE em diástole e em sístole. Para tanto, foram captadas imagens do 

eixo curto dois em modo-M. 

A espessura da parede anterior do VE durante a diástole foi alterada pelo IM. O grupo 

SHR-IM apresentou redução da espessura quando comparada ao grupo SHR-Sham de 1,46 ± 

0,09 mm para 0,39 ± 0,09 mm (P < 0,05). Desta forma pode-se reafirmar a condição de IM. 

Note na Figura 39A, que a espessura da parede anterior do VE nos grupos tratados com 

LASSBio-294, 10 e 20 mg.kg
-1
, foi semelhante ao grupo SHR-Sham com 1,98 ± 0,30 mm e 

2,42 ± 0,34 mm, respectivamente, apresentando evidencias de que o tratamento com 

LASSBio-294 impediria a modificação estrutural de VE (Figura 39A). O diâmetro interno e a 
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espessura da parede posterior do VE durante a diástole não foram modificados pelo IM nem 

pelo tratamento com LASSBio-294 (Figura 39B e C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estas avaliações também foram realizadas durante a sístole. A Figura 40A mostra que 

houve redução da espessura da parede anterior no grupo SHR-IM quando comparado ao SHR-

Sham de 2,46 ± 0,25 mm para 0,48 ± 0,11 mm (P < 0,05). A espessura da parede anterior do 

VE dos grupos SHR-IM tratados com LASSBio-294, v.o., diluído em DMSO nas doses de 10 

e 20 mg.kg
-1
 anterior foi aumentada para 2,73 ± 0,29 mm e 2,96 ± 0,20 mm (P < 0,05), 

respectivamente. O diâmetro interno durante a sístole, diferente da diástole, foi aumentado no 

SHR-IM quando comparado ao SHR-Sham de 3,27 ± 0,27 mm para 5,65 ± 0,50 mm (P < 

0,05). 

Figura 39. Avaliação Estrutural em Diástole do Ventrículo Esquerdo ï A, Espessura da parede anterior; B, 

Diâmetro interno; C, Espessura da parede posterior. Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em 

SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-294, via oral, 10 e 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO . Dados 

foram expressos em média ° EPM. *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. 

n=6 
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O tratamento com doses de 10 e 20 mg.kg
-1
 de LASSBio-294 em DMSO reduziu o 

diâmetro interno para 4,19 ± 0,81 mm e 4,10 ± 0,40 mm, respectivamente, semelhante ao 

SHR-Sham (3,27 ± 0,27 mm) (Figura 40B). Por outro lado, não houve modificação 

significativa da espessura da parede posterior durante a sístole entre os grupos experimentais 

(Figura 40C). Estes resultados demonstraram uma redução da motilidade cardíaca no grupo 

SHR-IM, e que o tratamento com LASSBio-294 impediu o desenvolvimento desta alteração. 
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Figura 40. Avaliação Estrutural em Sístole do Ventrículo Esquerdo ï A, Espessura da parede anterior; B, 

Diâmetro interno; C, Espessura da parede posterior. Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em 

SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-294, via oral, 10 e 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO . Dados 

foram expressos em média ° EPM. *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. 

n=6 
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3.3.2.2. Avaliação da Função Sistólica 

  

 A função sistólica foi avaliada através da fração de ejeção e fração de encurtamento 

(Figura 41A e B). O IM provocou redução do percentual destes dois parâmetros sendo que 

para os grupos SHR-Sham e SHR-IM a fração de ejeção foi de 78,33 ± 4,58 % e 51,06 ± 4,36 

% (P < 0,05). Enquanto a fração de encurtamento foi reduzida de 43,44 ± 2,95 % (SHR-

Sham) para 26,65 ± 3,96 % (SHR-IM). A fração de ejeção foi mantida semelhante ao SHR-

Sham pelo tratamento com LASSBio-294 pois o grupo SHR-IM+LASSBio-294 apresentou 

76,75 ± 4,48 % e 72,83 ± 4,61 % após tratamento com 10 mg.kg
-1
 e 20 mg.kg

-1
, 

respectivamente. A redução da fração de encurtamento não foi observada após tratamento 

com LASSBio-294 demonstrando novamente a possiblidade desta substância impedir a 

evolução da disfunção ventricular nos animais infartados(Figura 41B). Com a administração 

oral de 20 mg.kg
-1
 de LASSBio-294, a fração de encurtamento foi de 42,29 ± 4,40 % 

semelhante ao grupo SHR-Sham.  
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Figura 41. Função Sistólica ï A, Fração de Ejeção; B, Fração de encurtamento. Medidas realizadas quatro 

semanas após a cirurgia, em SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-294, via oral, 10 e 20 mg.kg
-1
 

diluído em DMSO . Dados foram expressos em média ° EPM. *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 

0,05 comparado ao SHR-IM. n=6 
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3.3.2.3. Função Diastólica 

 

 A função diastólica foi avaliada utilizando-se a determinação do fluxo mitral através 

da velocidade de enchimento rápido (E), velocidade do enchimento lento (A) e da relação dos 

dois parâmetros (E/A) demonstrado na Figura 42. Não foi observado alterações tanto em E 

quanto para A nos grupos SHR-Sham e SHR-IM tratados ou não com LASSBio-294, durante 

quatro semanas. Entretanto, a relação E/A foi reduzida significativamente de 1,48 ± 0,09 

(SHR-Sham) para 1,04 ± 0,06 (P < 0,05) (SHR-IM) demonstrando que nos animais 

submetidos ao IM, a contribuição da contração atrial para o enchimento ventricular é maior do 

que nos animais controles. Este resultados são indicativos de disfunção ventricular diastólica 

(Figura 42C). A relação E/A não foi significativamente diferente entre os grupos SHR-IM-

LASSBio-294 nas doses de 10 e 20 mg.kg
-1
, sendo de 1,41 ± 0,11 e 1,32 ± 0,13, 

respectivamente, valores estes semelhantes ao SHR-Sham. 
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Figura 42. Função Diastólica ï A, Velocidade de Enchimento Rápido, (E); B, Velocidade de Enchimento 

Lento, (A); C, Relação de E/A. Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em SHR Sham e IM 

tratados ou não com LASSBio-294, via oral, 10 e 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO . Dados foram expressos 

em média ° EPM. *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=6 
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3.3.3. TESTE DE ESFORÇO 

 

 
O teste de esforço foi realizado na quarta semana após IM. Inicialmente, foi avaliada a 

distância percorrida que se mostrou idêntica nos grupos WKY-Sham e SHR-Sham, com 217,6 

± 14,7 m e 216,0 ± 48,10 m, respectivamente, indicando que a hipertensão nesta faixa etária 

dos animais não interfere com a capacidade de esforço físico. Entretanto, o IM reduziu a 

distância percorrida em animais WKY-IM para 119,9 ± 27,0 m (P < 0,05) com intensificação 

desta alteração no SHR-IM apresentando uma distância percorrida de apenas 82,72 ± 29,07 m 

(P < 0,05) (Figura 43). A intolerância ao exercício físico foi evitada com o tratamento de 

LASSBio-294 (quatro semanas) em DMSO ou suspensão. Nos grupos SHR-IM+LASSBio-

294, 20 mg.kg
-1
 em DMSO e suspensão, a distância percorrida foi de 652,0 ± 115,0 m e 292,5 

± 44,5 m  respectivamente (Figura 43).  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados semelhantes foram observados quando a administração de LASSBio-294 

foi realizada por 8 semanas. A distância percorrida do grupo SHR-Sham foi de 232,7 ± 58,3 

m e após 8 semanas da cirurgia do IM, foi ainda mais reduzida para 23,4 ± 2,3 m (SHR-IM) 

Figura 43. Teste de Esforço. Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sham e IM, e SHR Sham e 

IM tratados ou não com LASSBio-294, via oral, 10 mg.kg
-1
 diluído em DMSO e 20 mg.kg

-1
 diluído em DMSO ou em 

suspensão. Dados foram expressos em média ° EPM. 
$
P < 0,05 comparado ao WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao 

SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=6 
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(Figura 44). Quando o mesmo teste foi realizado com o grupo SHR-IM-LASSBio-294 

(DMSO), tratamento com 20 mg.kg
-1
, houve recuperação da distância percorrida por este 

grupo quando comparado ao SHR-IM, 607,2 ± 181,8 m (P < 0,05). Assim, LASSBio-294 

impediu a intolerância ao exercício e ainda, proporcionou um desempenho ainda melhor que o 

do grupo SHR-Sham (Figura 44). O tratamento com LASSBio-294 em suspensão também 

levou a um aumento da distância percorrida, pois o grupo SHR-IM+LASSBio-294 (20 mg.kg
-

1
) percorreu 307,1 ± 131,3 m valor este semelhante ao SHR-Sham. Os resultados apresentados 

demonstram uma melhorar na intolerância ao exercício físico para os animais IM tratados 

com a substância.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.4. MORFOMETRIA  

 

Após o sacrifício dos animais foi determinado a presença de hipertrofia cardíaca 

através de avaliação indireta pela razão entre o peso coração e o peso do animal de acordo 

com os resultados demonstrado na Tabela 1. Verificamos que ocorre aumento desta relação 

para os animais normotensos submetidos ao IM após quatro semanas quando comparado ao 

Figura 44. Teste de Esforço. Medidas realizadas oito semanas após a cirurgia em SHR, Sham e IM, tratados ou não 

com de LASSBio-294, via oral, 20 mg.kg
-1
, diluído em DMSO ou suspensão. Dados foram expressos em média° EPM. 

*P<0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-Sham. n=5 
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WKY-Sham bem como pode ser observado que a hipertensão também promove aumento 

desta relação indicada pelo aumento em SHR-Sham, o IM nos animais hipertenso intensificou 

este aumento da relação entre o coração/peso do animal. O tratamento com LASSBio-294 por 

via i.p. não promoveu melhora da relação quando comparado ao SHR-IM, entretanto o 

tratamento com LASSBio-294 por via oral, diluído em DMSO, nas duas doses avaliadas 

evitou o aumento da desta relação apresentando-se reduzido quando comparado ao SHR-IM e 

estando semelhante ao SHR-Sham, contudo quando o SHR-IM foi tratado com suspensão de 

LASSBio-294 esta redução foi apenas observada para a maior dose avaliada.  

    

 

Tabela 1. Morfometria cardíaca e pulmonar 

Morfometria  

 Coração/massa corporal 

(mg/kg) 

Pulmão/massa corporal 

(mg/kg) 

WKY -Sham + DMSO 3,92 ± 0,02 5,71 ± 0,48 

WKY -IM + DMSO  5,27 ± 0,43
$
 7,27 ± 0,71

$
 

SHR- Sham + DMSO 4,80 ± 0,15
$
 7,47 ± 0,84

$
 

SHR-IM + DMSO  5,91 ± 0,39
$
* 10,01 ± 1,33

$
* 

SHR-IM + LASSBio-294 

(i.p 2 mg.kg
-1

) 

5,54 ± 0,65
$
 8,25 ± 0,51

$*
  

SHR-IM + LASSBio-294 

(v.o.10 mg.kg
-1 

DMSO) 

4,83 ± 0,22
&
 9,82 ± 0,90 

SHR-IM + LASSBio-294 

(v.o.10 mg.kg
-1 

Suspensão) 

6,17 ± 0,45
$*

 8,00 ± 0,79* 

SHR-IM + LASSBio-294 

(v.o.20 mg.kg
-1 

DMSO) 

4,87 ± 0,27
&
 8,78 ± 0,77* 

SHR-IM + LASSBio-294 

(v.o.20 mg.kg
-1 

Suspensão) 

5,04 ± 0,19
&
 7,97 ± 0,32* 

 

 

 

 

Tabela 1. Avaliação Morfométrica. Relação entre o peso do coração e peso do animal, e entre o peso do 

pulmão e o peso do animal.  Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sham e IM, e 

SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-294, i.p. 2 mg.kg-1, via oral, 10 mg.kg
-1
 e 20 mg.kg

-1
 diluído 

em DMSO ou em suspensão. Dados foram expressos em média ° EPM. 
$
P < 0,05 comparado ao WKY-

Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=6 
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Também foi avaliado a relação entre o peso pulmão e o peso do animal parâmetro 

utilizado como base para identificação de edema pulmonar. Verificamos que este parâmetro 

foi aumento para o WKY-IM quando comparado ao WKY-Sham e também foi aumentado 

devido a hipertensão como pode ser observado na Tabela 1, estes resultados indicam que os 

animais hipertensos, SHR-Sham, apresentam o desenvolvimento de edema, assim como a 

relação peso do pulmão/massa corporal foi intensificada para o grupo SHR-IM. O tratamento 

por via i.p, com LASSBio-294 promoveu redução parcial deste edema, estando reduzido 

quando comparado ao SHR-IM, porém elevado quando comparado ao SHR-Sham. No 

tratamento por via oral verificamos que a substância impediu a intensificação do edema 

pulmonar, se mostrando semelhante ao SHR-Sham (Tabela 1). 

 

 

3.3.5. FIBROSE CARDÍACA  
 

 

 

 Após a avaliação de parâmetros hemodinâmicos, os animais foram sacrificados e os 

corações foram retirados e preparados para a quantificação de colágeno através de técnica 

histológica com coloração de picru-sirius como descrito no método. 

Na Figura 45 estão representados fotomicrografias de tecido cardíaco corado com 

picro-sirius, onde o tecido muscular foi corado em amarelo e o tecido fibroso, colágeno, 

corado em vermelho. Em uma análise qualitativa verificou-se que o grupo SHR-IM 

apresentou um aumento de deposito de colágeno quando comparado ao grupo SHR-Sham, ou 

seja, apresentou fibrose cardíaca. O tratamento de SHR-IM com LASSBio-294 (DMSO ou 

suspensão) por p.o., durante quatro semanas na dose de 20 mg.kg
-1 

impediu o 

desenvolvimento de fibrose cardíaca pela redução da presença de colágeno. 

Para confirmar esta hipótese, o colágeno foi quantificado em relação à área total do 

tecido observada em cada fotomicrografia. Confirmando a análise qualitativa verificou-se 

aumento do percentual de colágeno para o SHR-IM quando comparado ao SHR-Sham de 

14,50 ± 3,58 % (SHR-Sham) para 59,81 ± 5,49 % de colágeno (P < 0,05). Isto leva a 

reafirmar a presença de fibrose cárdica, induzida pelo IM. O tratamento do SHR-IM com 

LASSBio-294, 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO e em suspensão promoveu redução completa ou 

parcial do percentual de colágeno para 12,40 ± 3,14 % e 34,78 ± 8,25 % (P < 0,05), 

respectivamente (Figura 46). 
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Figura 45. Fibrose Cardíaca. Fotomicrografia de ventrículo esquerdo realizadas quatro semanas após a cirurgia, em SHR 

Sham e IM tratados ou não com LASSBio-294, via oral, 10 e 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO ou em suspensão Coloração 

Picru-sirius, tecido muscular  é corado em amarelo e tecido fibroso é corado em vermelho.  
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 Quando a fibrose cardíaca foi quantificada nos grupos tratados com LASSBio-294 

durante oito semanas (Figura 47 e 48) observou-se que a intensificação do percentual de 

colágeno do SHR-IM quando comparado ao SHR-Sham foi evitado com o tratamento. Assim, 

o IM aumentou o colágeno de 12,92 ± 2,40 % (SHR-Sham) para 66,85 ± 4,63 % (P < 0,05) e 

o tratamento com a suspensão de LASSBio-294 durante oito semanas impediu a deposição de 

colágeno induzida pelo IM tendo 15,02 ± 1,77 % de colágeno sendo este valor semelhante ao 

grupo SHR-Sham. 

 

 

 

 

Figura 46. Fibrose Cardíaca. Quantificação da fração de colágeno em relação à área total de ventrículo 

esquerdo. Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em SHR Sham e IM tratados ou não com 

LASSBio-294, via oral, 10 e 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO ou em suspensão. Dados foram expressos em 

média ° EPM.; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=6 
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Figura 47. Fibrose Cardíaca. Fotomicrografia de ventrículo esquerdo realizadas oito semanas após a cirurgia, em 

SHR Sham e IM tratados ou não com suspensão de LASSBio-294, via oral, 20 mg.kg
-1
 Coloração Picru-sirius, 

tecido muscular corado em amarelo e tecido fibroso corado em vermelho.  

Figura 48. Fibrose Cardíaca. Quantificação da fração de colágeno em relação à área total de ventrículo 

esquerdo. Medidas realizadas oito semanas após a cirurgia em SHR Sham e IM tratados ou não com 

suspensão de LASSBio-294, via oral, 20 mg.kg
-1
. Dados foram expressos em média° EPM. *P < 0,05 

comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-Sham. n=5 
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3.3.6. CITOCINA PRÓ -INFLAMATÓRIA - TNF-Ŭ 

 

 

 Através de imunohistoquímica foi avaliado a marcação de TNF-Ŭ em tecido cardíaco 

como descrito no método dos grupos SHR-Sham, SHR-IM e SHR-IM tratados durante quatro 

semanas com LASSBio-294 solubilizado em DMSO ou em suspensão na dose de 20 mg.kg
-1
, 

v.o. Em fotomicrografias das lâminas observou-se uma maior intensidade de marcação na 

tonalidade marrom escura do grupo SHR-IM quando comparado ao SHR-Sham o que 

demonstra maior densidade desta citocina, TNF-Ŭ (Figura 49). Entretanto, esta impregna«o 

deste componente pró-inflamatório foi menor nos tecidos provenientes de animais tratados 

com LASSBio-294 (painéis inferiores - Figura 49).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 49. Imunohistoquímica TNF-Ŭ. Fotomicrografia de ventrículo esquerdo realizadas quatro semanas após 

a cirurgia, em SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-294, via oral, 10 e 20 mg.kg
-1
 diluído em 

DMSO ou em suspensão.  
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Estes resultados foram confirmados em avaliação semiquantitativa de acordo com a 

Figura 50. Note que houve aumento da marcação no SHR-IM quando comparado ao SHR-

Sham de 8,81 ± 0,89% para 29,16 ± 3,71% (P < 0,05). O percentual da área marcada foi 

reduzida nos grupos SHR-IM tratados, durante quatro semanas, com LASSBio-294, 

solubilizado em DMSO ou em suspensão, na dose de 20 mg.kg
-1
, para 14,59 ± 1,63% e 17,05 

± 2,14% (P < 0,05), respectivamente, quando comparado ao grupos SHR-IM. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.7. REGISTRO DE TENSÃO ISOMÉTRICA EM ANÉIS DE AORTA  
 

 

 

 Para avaliar a reatividade vascular da artéria aorta torácica, o tecido foi preparado 

como descrito nos métodos, para registro de tensão isométrica e foi realizada curva 

concentração-resposta para fenilefrina e para acetilcolina. 

 A Figura 51A mostra a resposta a concentrações crescentes de fenilefrina, em aortas 

de ratos WKY-Sham, SHR-Sham e SHR-IM. Observou-se que os anéis de aorta torácica de 
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Figura 50. Citocina pró-inflamatória - TNF-Ŭ. Avaliação semi-quantitativa da intensidade de tecido marcado 

em ventrículo esquerdo. Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em SHR Sham e IM tratados ou 

não com LASSBio-294, via oral, 10 e 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO ou em suspensão. Dados foram expressos 

em média ° EPM.; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=4 
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animais SHR-Sham e SHR-IM não apresentaram alteração na curva concentração-resposta 

contrátil da fenilefrina, sendo semelhante ao vaso proveniente do grupo WKY-Sham. 

Entretanto, a curva do grupo SHR-IM+LASSBio-294 (2 mg.kg
-1
 i.p.), foi deslocada para a 

esquerda, ou seja, menores concentraçãoes de fenilefrina produziram resposta contrátil de 

maior intensidade, sem interferir no entanto com o efeito máximo (Tabela 2). 

A reatividade de vasos provenientes de animais do grupo SHR-IM tratados por via 

oral com suspensão de LASSBio-294 em ambas as doses (10 mg.kg
-1
 ou 20 mg.kg

-1
) não foi 

alterada. Não houve deslocamento da curva concentração-resposta contrátil da fenilefrina 

quando comparado ao grupo SHR-Sham (Figura 52A), bem como a CE50 de fenilefrina não 

foi alterada pelo LASSBio-294 (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

A reatividade vascular a acetilcolina (ACh) foi intensamente modificada tanto pela 

hipertensão quanto pelo IM. Ocorreu redução da resposta de relaxamento maximo induzido 

pela ACh quando anéis de aorta foram provenientes do grupo SHR-Sham indicando que a 

hipertensão pode interferir com o relaxamento do músculo liso vascular. Além disso, o IM 

intensificou esta redução do relaxamento de aneis de aorta, uma vez que o deslocamento para 

a direita da curva de relaxamento foi ainda mais acentuda para o grupo SHR-IM (Figura 51B), 

apresentando uma resposta reduzida a acetilcolina desde as concetrações mais baixas. A 

Figura 51. Reatividade Vascular. A, Contração induzida pela fenilefrina; B, Relaxamento induzido pela 

acetilcolina.  Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia em anéis de aorta torácica dos grupos WKY 

Sham e SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-294, i.p. 2 mg.kg
-1
. Dados foram expressos em média 

° EPM. 
$
P < 0,05 comparado ao WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 

&
P < 0,05 comparado ao 

SHR-IM. n=6 
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redução à resposta a ACh induzida pela hipertensão e IM não foi totalmente evitada com 

tratamento dos animais com LASSBio-294. Ocorreu apenas melhora parcial da resposta de 

relaxamento induzido pela ACh, após tratamento com 2 mg.kg
-1
 i.p.  De acordo com a Tabela 

2, a concentração inibitoria média da ACh não pode ser determinada para os grupos SHR-IM 

e SHR-IM-LASSBio-294.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Quando a reatividade vascular à acetilcolina foi avaliada para os grupos SHR-IM 

tratados por via oral com a suspensão de LASSBio-294, nas doses tanto de 10 mg.kg
-1

 quanto 

de 20 mg.kg
-1
 (Figura 52B) verificou-se deslocamento das curvas para a esquerda quando 

comparado ao SHR-IM, sendo semelhante ao WKY-Sham. Resultados estes indicativos de 

que o tratamento por via oral da substância, nas doses utilizadas, recuperou a resposta de 

relaxamento dos anéis de aorta, que estava reduzida no grupo SHR-IM. Possível melhora da 

disfunção endotelial foi induzida por LASSBio-294 com consequente recuperação da CI50 e 

do relaxamento máximo induzido pela acetilcolina (Tabela 2).   

 

Figura 52. Reatividade Vascular. A, Contração induzida pela fenilefrina; B, Relaxamento induzido pela 

acetilcolina.  Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em WKY-Sham, e SHR Sham e IM 

tratados ou não com LASSBio-294, via oral, 10 e 20 mg.kg
-1
 em suspensão. Dados foram expressos em 

média ° EPM. 
$
P < 0,05 comparado ao WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 

&
P < 0,05 

comparado ao SHR-IM. n=6 
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Tabela 2. Concentração eficaz (CE50) e inibitória média (CI50) e relaxamento máximo (Rmax) 

a 10 µM de acetilcolina em anéis de aorta. 

Reatividade Vascular - Aorta 

 CE50 Fen (ɛM) CI50 ACh (ɛM) Rmax ACh (%) 

WKY -Sham + DMSO 0,12 ± 0,03 0,61 ± 0,4 82,9 ± 6,6 

SHR- Sham + DMSO 0,25 ± 0,06 2,03 ± 0,6
$
 56,2 ± 4,5

$
 

SHR-IM + DMSO  0,14 ± 0,04 ND 46,0 ± 5,8
$*

 

SHR-IM + LASSBio-294 

i.p 2 mg.kg
-1

 

0,037 ± 0,01 ND 30,7 ± 7,8
$*

 

SHR-IM + LASSBio-294 

v.o. 10 mg.kg
-1

 

0,08 ± 0,01 0,23 ± 0,08* 71,1 ± 5,5
&
*  

SHR-IM + LASSBio-294 

v.o. 20 mg.kg
-1

 

0,07 ± 0,01 0,13 ± 0,06* 67,8 ± 3,3
&
*  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Reatividade Vascular.  Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia em anéis de aorta torácica 

dos grupos WKY Sham e IM, e SHR Sham e IM. Dados foram expressos em média ° EPM. 
$
P < 0,05 ao 

comparado WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
 P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=6 
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3.4. AVALIAÇÃO DOS EFEITOS FARMACOLÓGICO DO 

TRATAMENTO COM LASSBio-897 EM SHR INFARTADO   

 

Alguns dos experimentos realizados para os grupos tratados com LASSBio-294 

também foram esecultados para os ratos tratados com o derivado LASSBio-897.  

 O tratamento intraperitoneal do grupo SHR-IM com LASSBio-897 (2 mg.kg
-1

) 

durante quatro semanas não promoveu redução da PAS, PAD e PAM com valores de 211,0 ± 

22,7 mmHg, 135,3 ± 16,7 mmHg e 181,3 ± 17,7 mmHg, respectivamente (Figura 53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como pode ser observado na Figura 54A houve redução parcial da FC no grupo SHR-

IM tratado com LASSBio-897 i.p. sendo igual a 377,4 ± 21,6 bpm quando comparado ao 

SHR-IM (415,4 ± 9,5 bpm) e se mostrando semelhante ao WKY-Sham (350,8 ± 19,7 bpm) 

(Figura 54A). Entretanto, este mesmo tratamento dos animais SHR-IM, 80736 ± 11587 

mmHg.bpm, não promoveu redução do duplo produto quando comparado ao SHR-Sham, 

71075 ± 4380 mmHg.bpm, se mantendo elevada em  (Figura 54B). 

Figura 53. Hemodinâmica ï Pressão Arterial. A, Pressão Arterial Sistólica; B, Pressão Arterial Diastólica; e C, Pressão 

Arterial Média.. Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sham e IM, e SHR, Sham e IM tratados 

ou não com LASSBio-897, i.p. 2 mg.kg
-1
. Dados foram expressos em média ° EPM. 

$
P < 0,05 comparado ao WKY-

Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=5 
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Entretanto, quando o tratamento do grupo SHR-IM foi realizado por via oral com dose 

maior de LASSBio-897, 20 mg.kg
-1
, diluído em DMSO observou-se as seguintes alterações: 

1. redução da PAS de 172,7 ± 7,8 mmHg para  121,4 ± 10,5  mmHg,  (P < 0,05) (Figura 

55A), 2. redução da PAD de 127,6 ± 6,8 mmHg para 95,7 ± 10,8  mmHg (P < 0,05) (Figura 

55B), 3. redução da PAM de 169,0 ± 5,63 mmHg para e 109,6 ± 10,8  mmHg (P < 0,05). 

Assim, 20 mg.kg
-1

 da substância diluída em DMSO promoveu a normalização da pressão 

arterial dos SHR infartados, pois o grupo SHR-IM-LASSBio-897 apresentou pressão arterial 

semelhante aos animais normotensos. Contudo estes parâmetros não foram reduzidos para o 

grupo SHR-IM tratados com mesma dose da suspensão de LASSBio-897, apresentando PAS 

de 178,4 ± 17,5 mmHg, PAD de 132,4 ± 11,5 mmHg e PAM de 155,6 ± 13,9 mmHg, não 

sendo diferente dos grupos SHR Sham ou IM (Figura 55). 

O tratamento oral com LASSBio-897 solubilizado em DMSO ou em suspensão, 

promoveu apenas redução parcial da FC dos SHR-IM apresentando valores de 382,4 ± 17,9 

bpm e 391,0 ± 9,5 bpm, respectivamente, não sendo diferente significativamente dos grupos 

WKY-Sham e SHR-Sham (Figura 56A). O duplo produto foi apenas reduzido quando grupo 

SHR-IM foi tratado por via oral com 20 mg.kg
-1
 de LASSBio-897 em DMSO indicando uma 

provável redução do consumo de oxigênio, sem entretanto, haver alteração após tratamento 

com LASSBio-897 em suspensão (Figura 56B). 
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Figura 54. Hemodinâmica ï Frequência Cardíaca. A, Frequência Cardíaca; B, Duplo Produto. Medidas realizadas 

quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sam e IM, e SHR, Sham e IM tratados ou não com LASSBio-897, i.p. 2 

mg.kg
-1
. Dados foram expressos em média ° EPM. 

$
P < 0,05 comparado ao WKY- Sham. n=5 
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Figura 56. Hemodinâmica ï Frequência Cardíaca. A, Frequência Cardíaca; B, Duplo Produto. Medidas realizadas 

quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sam e IM, e SHR, Sham e IM tratados ou não com LASSBio-897, via oral,  

20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO ou em suspensão. Dados foram expressos em média ° EPM. 

$
P < 0,05 comparado ao 

WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=5 
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Figura 55. Hemodinâmica ï Pressão Arterial. A, Pressão Arterial Sistólica; B, Pressão Arterial Diastólica; C, Pressão 

Arterial Média. Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sham e IM, e SHR Sham e IM tratados ou 

não com LASSBio-897, via oral, 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO ou em suspensão. Dados foram expressos em média ° EPM. 

$
P < 0,05 comparado ao WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 

&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=5 
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Numa etapa seguinte foram avaliadas a PVES, PVEDF, +dP/dt e -dP/dt nos grupos 

experimentais tratados durante quatro semanas com LASSBio-897 em DMSO ou suspensão.  

LASSBio-897 (2 mg.kg
-1
) quando administrado por via intraperitoneal não alterou a 

PVES (173,8 ± 13,2 mmHg) que se encontra elevada no grupo SHR-IM (158,3 ± 7,2 mmHg) 

e é igual a 120,4 ± 7,6 mmHg para os grupos WKY-Sham (Figura 57A). A +dP/dt do grupo 

SHR-IM tratado com LASSBio-897 foi recuperada parcial mente (6170 ± 1231 mmHg.s
-1

) 

quando compara ao SHR-IM (9758 ± 930 mmHg.s
-1
), entretanto, não apresentou diferença 

significativa em relação ao grupo WKY-Sham (6325 ± 567,8 mmHg.s
-1
) (Figura 57B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 57. Hemodinâmica - Pressão Intraventricular. A, Pressão Ventricular Esquerda Sistólica (PVES); B, Taxa de 

desenvolvimento da pressão ventricular esquerda sistólica (+dP/dt); C, Pressão Ventricular Esquerda Diastólica Final 

(PVEDF); D, Taxa de desenvolvimento da pressão ventricular esquerda diastólica (-dP/dt). Medidas realizadas quatro 

semanas após a cirurgia, em WKY, Sam e IM, e SHR, Sham e IM tratados ou não com LASSBio-897, i.p. 2 mg.kg
-1
. 

Dados foram expressos em média ° EPM. 
$
P < 0,05 comparado ao WKY- Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR- 

Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=5 
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Em relação à PVEDF, LASSBio-897 promoveu redução parcial (18,40 ± 3,89 mmHg) 

em relação ao grupo SHR-IM de 25,54 ± 3,12 mmHg (Figura 57C). De forma semelhante 

foram avaliadas a +dP/dt e a -dP/dt. Como pode ser observado na Figura 57D, não houve 

normalização completa destes parâmetros. Os grupos SHR-IM e SHR-IM-LASSBio-897 

apresentaram +dP/dt  9758 ± 930 mmHg.s
-1
 e 6170 ± 1231 mmHg.s

-1
, respectivamente, e -

dP/dt de -6310 ± 466 mmHg.s
-1
 e -5470 ± 738 mmHg.s

-1
 (Figura 57D). 

Toda a investigação realizada nos diferentes grupos experimentais foi reproduzida 

após tratamento por via oral com LASSBio-897 (20 mg.kg
-1
) solubilizado em DMSO ou 

formulado em suspensão (Figura 58). Verificou-se que a PVES foi de 112,0 ± 9,7 mmHg após 

tratamento com LASSBio-897 solubilizado em DMSO, valor este semelhante ao WKY-Sham 

(120,4 ± 7,6 mmHg). Contudo, a PVES do grupo SHR-IM tratado com suspensão de 

LASSBio-897, na mesma dose se manteve elevada em 157,6 ± 6,5 mmHg (P < 0,05) (Figura 

58A).  

A disfunção diastólica não foi desenvolvida no grupo SHR-IM tratado com LASSBio-

897 conforme mostrado na Figura 60C. A PVEDF reduziu de 25,54 ± 3,11 mmHg (SHR-IM) 

para 6,03 ± 0,97 mmHg (P < 0,05) após tratamento. Entretanto, o tratamento com LASSBio-

897 em suspensão promoveu apenas a redução parcial da PVEDF para 18,47 ± 4,38 mmHg 

(Figura 58C). 

Ambas as derivadas +dP/dt e -dP/dt foram melhoradas mas não totalmente 

normalizadas após tratamento com LASSBio-897 em DMSO. Os grupos SHR-IM e SHR-IM-

LASSBio-897 apresentaram +dP/dt  de 9758 ± 930 mmHg.s
-1 

e 7471 ± 1082 mmHg.s
-1

,
 

respectivamente (Figura 58B) e -dP/dt de -6196 ± 533 mmHg.s
-1 

e de -5991 ± 863 mmHg.s
-1 

respectivamente
 
(Figura 58D). Estes parâmetros também foram avaliados quando a substância 

foi administrada em forma de suspensão. A +dP/dt do grupo SHR-IM+ LASSBio-897 (20 

mg.kg
-1
) foi totalmente reduzida (6289 ± 546,3 mmHg.s

-1
) em relação ao SHR-IM (9758 ± 

930 mmHg.s
-1
) (Figura 58B). A -dP/dt, onde observamos apenas uma recuperação parcial (-

4812 ± 294 mmHg.s
-1
) em relação ao SHR-IM (-6196 ± 533 mmHg.s

-1
) (Figura 58D). 
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De forma semelhante a realizada para os SHR-IM tratados com LASSBio-294, após o 

sacrifício foi avaliada a hipertrofia cardíaca através de avaliação indireta pela razão entre o 

peso coração e o peso do animal, de acordo com os resultados demonstrado na Tabela 3. 

Verificamos que o tratamento com LASSBio-897 por via i.p. não promoveu melhora da 

relação coração/massa corporal quando comparado ao SHR-IM. Quando a substância foi 

utilizada por via oral diluída em DMSO, na dose de 20 mg.kg
-1
, a relação reduzida quando 
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Figura 58. Hemodinâmica - Pressão Intraventricular. A, Pressão Ventricular Esquerda Sistólica (PVES); B, 

Taxa do desenvolvimento da pressão ventricular esquerda sistólica (+dP/dt); C, Pressão Ventricular Esquerda 

Diastólica Final (PVEDF); D, Taxa de desenvolvimento da pressão ventricular esquerda diastólica (-dP/dt).  

Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sham e IM, e SHR, Sham e IM tratados ou 

não com LASSBio-897, via oral, 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO ou em suspensão. Dados foram expressos em 

média ° EPM. 
$
P < 0,05 comparado ao WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 

&
P < 0,05 

comparado ao SHR-IM. n=5. 
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comparada ao SHR-IM e semelhante ao WKY-Sham e ao SHR-Sham. Contudo quando o 

SHR-IM foi tratado com suspensão de LASSBio-897, esta redução foi apenas parcial por não 

ser significativamente diferentes dos grupos em estudo.  

 

 

Tabela 3. Morfometria cardíaca e pulmonar 

Morfometria  

 Coração/massa corporal 

(mg/kg) 

Pulmão/massa corporal 

(mg/kg) 

WKY -Sham + DMSO 3,92 ± 0,02 5,71 ± 0,48 

WKY -IM + DMSO  5,27 ± 0,43
$
 7,27 ± 0,71

$
 

SHR- Sham + DMSO 4,80 ± 0,15
$
 7,47 ± 0,84

$
 

SHR-IM + DMSO  5,91 ± 0,39
$
* 10,01 ± 1,33

$
* 

SHR-IM + LASSBio-897 

(i.p 2 mg.kg
-1

) 

5,51 ± 0,23
$
 8,31 ± 0,45

$*
  

SHR-IM + LASSBio-897 

(v.o.20 mg.kg
-1 

DMSO) 

4,52 ± 0,20
&
 6,62 ± 0,41* 

SHR-IM  + LASSBio-897 

(v.o.20 mg.kg
-1 

Suspensão) 

5,44 ± 0,21
&
 7,99 ± 0,22* 

 

 

 

 

 

A avaliação do edema pulmonar também foi realizada nos SHR submetidos ao IM 

tratados com LASSBio-897 (Tabela 3). A relação peso do pulmão/peso do animal foi 

reduzida apenas quando comparada ao SHR-IM, mas ainda se mostrou elevada quando 

comparado ao SHR-Sham. Contudo, para o tratamento por via oral, DMSO e suspensão, 

verificamos que a substância impediu a intensificação do edema pulmonar se mostrando 

semelhante ao SHR-Sham (Tabela 3). 

Tabela 3. Avaliação Morfométrica. Relação entre o peso do coração e peso do animal, e entre o peso do 

pulmão e o peso do animal.  Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sham e IM, e 

SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-897, i.p. 2 mg.kg-1, via oral, 20 mg.kg
-1
 diluído em DMSO 

ou em suspensão. Dados foram expressos em média ° EPM. 
$
P < 0,05 comparado ao WKY-Sham; *P < 0,05 

comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=5 
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Na Figura 59 estão representadas fotomicrografias dos tecidos cardíacos dos grupos 

SHR-Sham, SHR-IM e SHR-IM+LASSBio-897 corados com Picru-sirius. Em uma análise 

qualitativa verificou-se que o tratamento com LASSBio-897 promoveu a diminuição da 

presença de colágeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através da quantificação do percentual de área de colágeno em relação à área total 

observada foi possível confirmar a redução do colágeno no grupo SHR-IM+LASSBio-897,  

para 5,19 ± 0,81 % de colágeno (P < 0,05) comparado a 59,81 ± 5,49 %, presente no grupo 

SHR-IM (Figura 60).  

 

Figura 59. Fibrose Cardíaca. Fotomicrografia de ventrículo esquerdo realizadas quatro semanas após a 

cirurgia, em SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-892,i.p., 2 mg.kg
-1
. Coloração Picru-sirius, 

tecido muscular corado em amarelo e tecido fibroso corado em vermelho.  
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Esta análise também foi realizada quando grupo SHR-IM foi  tratado por via oral com 

LASSBio-897 (20 mg.kg
-1
), em suspensão (Figura 61). Houve redução da deposição de 

colágeno nestes animais quando comparado ao grupo SHR-IM, comprovada com a análise 

quantitativa (Figura 62). O grupo SHR-IM-LASSBio+897 apresentou um porcentual colágeno 

reduzido de 59,81 ± 5,49 % (SHR-IM) para 36,27 ± 3,73 % (P < 0,05) e uma recuperação 

parcial quando comparado ao SHR-Sham (13,71 ± 4,0 %). 

 

 

 

 

 

 

Figura 60. Fibrose Cardíaca. Quantificação da fração de colágeno em relação à área total de ventrículo 

esquerdo. Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em SHR, Sham e IM tratados ou não com 

LASSBio-897, i.p. 2 mg.kg
-1
. Dados foram expressos em média ° EPM. *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 

&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=5 
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Figura 61. Fibrose Cardíaca. Fotomicrografia de ventrículo esquerdo realizadas quatro semanas após a 

cirurgia, em SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-897, via oral, 20 mg.kg
-1
 em suspensão. 

Coloração Picru-sirius, tecid muscular corado em amarelo e tecido fibroso corado em vermelho.  

 

Figura 62. Fibrose Cardíaca. Quantificação da fração de colágeno em relação à área total de ventrículo esquerdo. 

Medidas  realizadas quatro semanas após a cirurgia, em SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-897, via 

oral, 20 mg.kg
-1
 em suspensão. Dados foram expressos em média ° EPM. *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 

&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=5 
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A reatividade da aorta torácica foi avaliada para os grupos SHR-IM tratados com 

LASSBio-897 (DMSO) administrado pela via i.p. (Figura 63A e B) e pela via oral utilizando 

a suspensão (Figura 64A e B). Inicalmente foi analizada a contratilidade em resposta a 

concentrações crescentes de fenilefrina. Em todos os grupos experimentais não houve 

alteração significativa entre os grupos experimentais na resposta contratil a fenilefrina. Estes 

resultados são indicativos de que tanto a hipertensão como o IM não interferem com a 

resposta do tecido vascular a fenilefrina (Figura 63A e 64A e Tabela 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 63. Reatividade Vascular. A, Contração induzida pela fenilefrina; B, Relaxamento induzido pela 

acetilcolina. Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em WKY-Sham, e SHR, Sham e IM 

tratados ou não com LASSBio-897, i.p. 2 mg.kg
-1
. Dados foram expressos em média ° EPM. 

$
P<0,05 

comparado WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=5 
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Figura 64. Reatividade Vascular. A, Contração induzida pela fenilefrina; B, Relaxamento induzido pela 

acetilcolina.  Média. Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia, em WKY, Sham, e SHR Sham e 

IM tratados ou não com LASSBio-897, via oral, 20 mg.kg
-1
 em suspensão. Dados foram expressos em 

média ° EPM. 
$
P < 0,05 comparado ao WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 

&
P < 0,05 

comparado ao SHR-IM. n=5 
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Tabela 4. Concentração eficaz (CE50) e inibitória média (CI50) e relaxamento máximo (Rmax) 

a 10 µM de acetilcolina em anéis de aorta. 

Reatividade Vascular 

Aorta  

 CE50 Fen (ɛM) CI50 ACh (ɛM) Rmax ACh (%) 

WKY -Sham + DMSO 0,12 ± 0,03 0,61 ± 0,4 82,9 ± 6,6 

SHR- Sham + DMSO 0,25 ± 0,06 2,03 ± 0,6
$
 56,2 ± 4,5

$
 

SHR-IM + DMSO  0,14 ± 0,04 ND 46,0 ± 5,8
$*

 

SHR-IM + LASSBio-897 

i.p 2 mg.kg
-1

 

0,12 ± 0,02 0,007 ± 0,003* 90,8 ± 3,3
&
*  

SHR-IM + LASSBio-897 

v.o. 20 mg.kg
-1

 

0,05 ± 0,01 0,05 ± 0,01* 74,8 ± 7,0
&
*  

 

 

 

 

 

Em seguida os anéis de aorta foram expostos a concentrações crescentes de 

acetilcolina. A  curva concentração resposta à acetilcolina do grupo SHR-IM tratado com 

LASSBio-897 (2 mg.kg
-1
, i.p.) foi deslocada para a esquerda, devido ao intenso relaxamento 

do músculo liso da aorta exposto a baixas concentrações da ACh (Figura 63B). Como 

consequencia observou-se menor CI50 e maior relaxamento máximo conforme mostrado na 

Tabela 4.    

Verificamos que o tratamento por via oral com suspensão de LASSBio-897 na dose de 

20 mg.kg
-1
 promoveu recuperação do relaxamento induzido pela acetilcolina em anéis de 

aorta de SHR-IM quando comparado ao SHR-IM (Figura 64B e Tabela 4). 

 

 

Tabela 4. Reatividade Vascular.  Medidas realizadas quatro semanas após a cirurgia em anéis de aorta torácica 

dos grupos WKY-Sham e IM, e SHR Sham e IM. Dados foram expressos em média ° EPM. 
$
P < 0,05 

comparado ao WKY-Sham; *P < 0,05 comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=6 
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A Figura 65 mostra que o tratamento com suspensão de LASSBio-897 (20 mg.kg
-1

) 

aumento a distância percorrida (1373 ± 523,8 m, P < 0,05) em relação ao grupo SHR-Sham  

(216,0 ± 48,10 m) e ao SHR-IM (82,72 ± 29,07 m). 
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Figura 65. Teste de Esforço. A, Distância Percorrida; B, Capacidade de Esforço. . Medidas realizadas quatro semanas 

após a cirurgia, em WKY, Sham e IM, e SHR Sham e IM tratados ou não com LASSBio-897, via oral, 20 mg.kg
-1
 

diluído em suspensão. Dados foram expressos em média ° EPM. 
$
P < 0,05 comparado ao WKY-Sham; *P < 0,05 

comparado ao SHR-Sham; 
&
P < 0,05 comparado ao SHR-IM. n=6 
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4. Discussão 
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 A IC é uma síndrome multifatorial em que os pacientes podem apresentar de acordo 

com o estágio de desenvolvimento da doença os seguintes sinais e sintomas: dispnéia durante 

o esforço ou em repouso, fadiga, retenção de líquido, levando a congestão pulmonar e ao 

edema periférico. O surgimento destes sinais e sintomas estão intimamente relacionados à 

anormalidade estrutural e funcional do coração, geralmente, secundária a alterações no 

enchimento ventricular na diástole e associado a alterações no débito cardíaco e ejeção 

ventricular sistólica. A distinção entre IC sistólica e diastólica é apenas fisiopatológica, e a 

maioria dos pacientes com IC apresenta tanto a disfunção sistólica quanto a diastólica 

(DICKSTEIN et al., 2008). Entretanto, o número de pacientes que apresentam IC diastólica 

tem aumentado ao longo dos anos porque se estima que 30-40% de todos os pacientes com 

sintomas de IC, apresentam fração de ejeção normal ou ligeiramente reduzida. Nestes 

pacientes, a disfunção diastólica é apontada como um importante contribuinte, se não a 

principal causa da IC (AZIZ et al., 2013). A disfunção diastólica é comumente associada a 

intolerância ao exercício, com prognóstico ruim. As manifestações clínicas na IC sistólica 

resultam do comprometimento da contratilidade do VE juntamente com a fração de ejeção 

reduzida. Já na IC diastólica as manifestações da IC resultam do aumento da pressão de 

enchimento causado por deficiência de relaxamento e redução da complacência do VE. Além 

disso, a rigidez é observada não somente no miocárdio, mas também nas artérias, o que se 

traduz em maior resistência sistêmica (KAZIK,  et al., 2010).  

 Durante os últimos 25 anos, a maioria dos agentes terapêuticos tem sido direcionados 

para o tratamento de pacientes com IC sistólica cujo tratamento deve ser realizado por período 

prolongado com combinações de inibidor de enzima conversora de angiotensina, bloqueador 

de receptor de angiotensina II tipo 1, bloqueador de receptor de mineralocorticóide  e beta-

bloqueadores na tentativa de melhorar os sintomas e prognóstico (DICKSTEIN et al., 2008; 

HUNT, et al., 2009). Por outro lado, o tratamento da IC diastólica não mudou 

substancialmente ao longo do tempo, apesar da introdução de novas alternativas promissoras. 

A maioria dos tratamentos não conseguiu reduzir a morbidade e a mortalidade em 

comparação com o placebo (DICKSTEIN et al., 2008; HUNT, et al., 2009; TAMARGO et 

al., 2010). 

Dentro deste contexto os agonistas de A2A-AR tem se mostrado um alvo interessante 

para o tratamento da IC. A ativação de receptores A2A aumenta a contratilidade do miocárdio 

tanto por via dependente de AMPc quanto independente desta via (LIANG et al., 1996). 

Promove aumento da expressão de SERCA2a e maior recaptação de Ca
2+

 pelo RS (CHAN et 

al., 2008), assim como maior fluxo coronariano via ativação de canal de K
+
 dependente de 
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ATP (DUNCKER et al., 1995). Agonistas de A2A-AR tem sido associado à supressão de 

eventos inflamatórios em modelo de isquemia e reperfusão em coelho (NORTON et al., 

1992), cão (GLOVER et al., 2005) camundongo (YANG et al., 2005) e porco (LASLEY et 

al., 2005). Recentemente, demonstrou-se que LASSBio-294 e LASSBio-897 poderiam ativar 

receptores de adenosina por serem ligantes de receptor principalmente dos A2A-AR,  

apresentando IC50 igual a 9,5.10
-6
 M (LASSBio-294) e  4,6.10

-6
 M (LASSBio-897). Devido 

as ações de agonistas de receptores da adenosina a proposta inicial deste trabalho foi 

investigar os efeitos benéficos do tratamento de LASSBio-294 e LASSBio-897 em modelo 

animal que associa hipertensão e isquemia. 

 

 

4.1. LASSBio-294 

 

O desenvolvimento desse trabalho também foi baseado em resultados anteriores que 

demonstraram que LASSBio-294 impediu o desenvolvimento da disfunção diastólica em 

ratos normotensos submetidos ao IM tratados por via i.p. (GABRIEL et al., 2010). Com o 

mesmo modelo experimental Silva et al. (2013) observaram que o tratamento com o 

LASSBio-294 reduziu a fadiga muscular desenvolvida após o IM, aumentando assim a 

tolerância ao exercício. A melhora da disfunção diastólica estaria relacionada aos efeitos 

vasodilatador (SILVA et al., 2002), inotrópico positivo (SUDO et al. 2001), redutor da reação 

inflamatória (LIMA et al., 2000) possivelmente por ativação seletiva de A2A-AR (TANG, 

2008). Assim, surgiu a hipótese de que o tratamento crônico com a substância poderia impedir 

o desenvolvimento dos distúrbios promovidos pelo IM associada a hipertensão arterial. Uma 

vez que, a hipertensão arterial e a hipertrofia cardíaca associada ao IM decorrentes, pelo 

menos em parte, da pós-carga elevada poderiam intensificar o comprometimento da área 

infartada e o remodelamento do músculo cardíaco não infartado (NORTON et al., 2008). 

Adicionalmente, avaliou-se as vantagens do tratamento com LASSBio-897, um vasodilatador 

potente (ZAPATA-SUDO et al., 2010) que assim como LASSBio-294, reduziu as alterações 

na musculatura esquelética de ratos normotensos submetidos ao IM, impediu o 

desenvolvimento da intolerância ao exercício físico (SILVA, Dissertação de Mestrado 2010). 

Durante a análise da pressão arterial dos grupos experimentais em estudo observou-se 

que o IM não promoveu alteração da pressão arterial nos grupos normotensos ou hipertensos, 

como já havia sido demonstrado por Gabriel et al., (2010). Durante as quatro semanas de 
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tratamento por via i.p. ou por v.o. com LASSBio-294, solubilizado em DMSO ou em 

formulação de suspensão, induziu o efeito anti-hipertensivo, com redução da pressão arterial 

sistólica, diastólica e média. Maior período de tratamento, ou seja, por oito semanas também 

proporcionou ação anti-hipertensiva que poderia ser justificada pelo ação direta do LASSBIo-

294 na musculatura lisa vascular. Ambas as condições de hipertensão arterial como o IM 

apresentam disfunção vascular que foi confirmado em nosso trabalho pelo reduzido 

relaxamento dos anéis de aorta em resposta a ACh. A intensificação da menor resposta a 

agentes vasodilatadores dependentes de endotélio quando associado à hipertensão arterial e 

isquemia já havia sido descrito também por WIEMER et al. (2001), o que estaria relacionada 

a redução acentuada da produção de NO. O tratamento oral com o LASSBio-294 durante 

quatro ou oito semanas impediu o desenvolvimento da disfunção endotelial já que não houve 

alteração do relaxamento de anéis de aorta. Um provável mecanismo pelo qual a 

vasodilatação poderia levar ao efeito anti-hipertensivo de LASSBio-294 poderia ser atribuído 

a ação agonista em A2A-AR. A estimulação deste receptor ativa o sistema de adenilato ciclase, 

resultando em aumento da produção de cAMP, a proteína quinase e ainda estimula os canais 

de K
+
 dependentes de ATP levando a hiperpolarização das células do musculo liso vascular 

(GEMIGNANI e ABBOTT 2010).  

O IM não alterou a PVES bem como a taxa de contração cardíaca no grupo 

normotenso o que já foi também descrito anteriormente pelo nosso grupo (GABRIEL et al., 

2010), entretanto observou-se que a associação da hipertensão com IM aumentou tanto a 

PVES quanto da +dP/dt. Possivelmente, a hipertensão promoveu a elevação da pós-carga, 

assim sendo necessária uma maior força de contração para manutenção da fração de ejeção 

dentro de parâmetros de normalidade. O tratamento intraperitoneal ou oral de LASSBio-294 

durante quatro ou oito semanas impediu o intenso aumento da PVES.  

A redução da função sistólica induzida pela hipertensão associada ao IM foi 

confirmada após período de 4 semanas através do ecocardiograma. Os valores observados 

para a FE após quatro semanas de IM foi em torno de 50%, não caracterizando a IC sistólica,  

no entanto no período após quatro semanas, a FE e a fração de encurtamento cardíaco foram 

reduzidas. O tratamento com LASSBio-294, por via oral, promoveu normalização tanto da 

fração de ejeção quanto de encurtamento, resultados estes justificados por sua ação inotrópica 

positiva (SUDO et al. 2001; GABRIEL et al., 2010). 

A análise da função diastólica foi realizada inicialmente através da medida da PVEDF 

e da taxa de relaxamento cardíaco, uma vez que a função diastólica é determinada 

principalmente pelo relaxamento ativo e pela complacência passiva da parede do ventrículo 
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(SAKATA, et al., 2013). Foi importante também, através do ecocardiograma, a determinação 

do enchimento de VE rápido e lento através do fluxo mitral. O IM ou a hipertensão 

isoladamente pode aumentar a PVEDF. A maior gravidade da alteração deste parâmetro já foi 

previamente demonstrado quando estas duas condições apresentam-se associadas (XIA et al., 

2006). LASSBio-294 não promoveu recuperação completa da PVEDF quando o tratamento 

foi realizado por via i.p. observando apenas uma redução parcial. Contudo, quando o 

tratamento foi realizado por via oral durante quatro semanas com LASSBio-294 diluído em 

DMSO foi observado uma PVEDF semelhante ao controle Sham, porém para o substância na 

forma de suspensão mostrou apenas recuperação parcial deste parâmetro. Desta forma a 

capacidade de LASSBio-294 prevenir o aumento da PVEDF poderia estar relacionado a via 

de administração, dose e formulação da substância. Assim, numa próxima etapa, realizamos o 

tratamento por período de oito semanas com LASSBio-294 diluído em DMSO ou em 

suspensão, observou-se recuperação completa da PVEDF.  

A função diastólica também foi avaliada através da determinação do enchimento 

diastólico através da medida do pico de velocidade da onda de enchimento rápido precoce (E), 

do pico de velocidade da onda de enchimento tardio causado pela contração atrial (A) e da 

relação entre E/A. Quando a pressão no VE cai abaixo da pressão do átrio esquerdo, a válvula 

mitral se abre e ocorre o enchimento diastólico rápido. Aproximadamente 80% do enchimento 

do VE normalmente ocorre durante esta fase. Como resultado do enchimento rápido, a 

pressão de VE aumenta e supera a pressão atrial esquerda o que gera um gradiente de pressão 

transmitral positivo e o fluxo adicional ocorre devido a contração atrial no final diástole. As 

velocidades do fluxo mitral nas duas etapas foram obtidas por doppler. Na associação da 

hipertensão e IM espera-se que ocorra aumento da pressão atrial, aumentando assim a pressão 

de condução através da válvula mitral com aumento gradual na velocidade de E. Muitas das 

vezes, a complacência do VE diminui e encurta o tempo de desaceleração, ocasionando um 

padrão pseudonormal nas ondas E e A, ocasionando uma redução apenas da razão entre as 

ondas. As ondas E e A não estão alteradas em nosso modelo animal de associação de 

hipertensão e IM, no entanto, a relação E/A já se encontra reduzida após 4 semanas de IM, 

evidenciando a disfunção diastólica. O tratamento com LASSBio-294 manteve esta relação 

dentro do padrão da normalidade, indicando que a substância impediu o desenvolvimento da 

IC em SHR-IM. Gabriel et al., (2010) demonstraram que os efeitos benéficos de LASSBio-

294 para a disfunção no relaxamento cardíaco foram relacionados ao aumento da recaptação 

de Ca
+2

 pelo RS e, que este aumento estaria relacionado a normalização da expressão de 

SERCA2a. A recaptação de Ca
2+

 pelo RS além de determinar a remoção do Ca
2+

, 
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promovendo o relaxamento cardíaco, também irá determinar o conteúdo de Ca
2+

 no RS para 

que possa ser liberado em subsequente contração (MISQUITTA et al., 1999). Uma redução 

na expressão e/ou na função de SERCA2a tem sido relatada por diferentes grupos (AIT et al., 

2009; DASH et al., 2001; HOUSER et al., 2000; DHALLA et al., 1999) como indutores a 

disfunção ventricular. A menor afinidade pelo Ca
2+

 e reduzida expressão de SERCA2a podem 

contribuir para disfunção ventricular descrita na insuficiência do miocárdio (KOTLO et al., 

2012; SUGIZAKI et al., 2011; PERIASAMY et al., 2008; MACLENNAN e KRANIAS 

2003; HOUSER et al., 2000; DHALLA et al., 1999; SCHWINGER et al., 1995; 

HASENFUSS et al., 1994). Já foi demonstrado que após injuria do miocárdio, ocorre 

aumento do [Ca
2+

] i devido a redução da expressão e/ou atividade de SERCA2a (SAINI e 

DHALLA 2005, MOENS et al., 2005). O aumento dos níveis de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) poderia ser os responsáveis pelo dano da SERCA2a, potencializando o aumento de 

[Ca
2+

] i (KRAUSE e HESS 1984). A geração de ROS poderia ser induzida pelo TNF-Ŭ, que se 

apresenta em níveis elevados (HEDAYAT et al., 2010), e que desempenha um importante 

papel na depressão da contratilidade do miocárdio. Os efeitos iniciais cardiodepressores, que 

se manifestam em poucos minutos, são consequências da sinalização via iNOS. A elevação 

patológica da concentração de NO resulta em disfunção diastólica e sistólica (ELAHI et al., 

2007). A disponibilidade ou sensibilidade reduzida de Ca
2+

 contribui para o déficit da resposta 

contrátil quando induzida por catecolaminas (KUMAR et al., 2007). A estimulação de A2a-

AR foi associada a aumento da contratilidade cardíaca, ao aumento da expressão de 

SERCA2a e recaptação de Ca
2+

 pelo RS (CHAN et al., 2008).  

O papel da sinalização mediada por A2A-AR sugere benefícios sobre a função e 

hemodinâmica cardíaca. A estimulação de A2A-AR após o IM suprime a ativação inflamatória 

e preserva a função cardíaca através da redução de mRNA para iNOS e redução da ativação 

de NFk-B (TOUFEKTSIAN et al., 2006). Duas a cinco horas de infusão de ATL-146e 

(Figura 66), um agonista de A2A-AR com ação anti-inflamatória e não vasodilatadora, reduziu 

a área de infarto (GLOVER et al., 2005). Esta redução foi associada a substancial diminuição 

da inflamação e infiltração de neutrófilos (PATEL et al., 2009). AMP579 (Figura 66), um 

agonista de receptores de adenosina A1/A2 proporcionou efeito cardioprotetore que foi 

inibido por antagonista seletivo de A2A-AR (SMITS et al., 1998). Além disso, Kis et al., 

(2003) demonstraram que o efeito anti-infarto de AMP579 foi bloqueado pelo ZM241385, um 

antagonista moderadamente seletivo para A2A-AR (222 vezes mais potente para A2A-AR do 

que para A2B-AR).  
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Também foram avaliados neste trabalho, a espessura da parede do VE e diâmetro da 

cavidade ventricular durante a sístole e diástole. Ocorreu redução da espessura da parede 

anterior durante a sístole e diástole do VE no grupo SHR-IM, bem como aumento do diâmetro 

da cavidade durante a sístole. LASSBio-294 quando administrado por via oral impediu a 

redução da motilidade do VE bem como as alterações da espessura da parede anterior do VE, 

sugerindo que o tratamento poderia evitar o desenvolvimento da IC induzida pelo IM 

associado a hipertensão. Além disso, ao avaliar-se de forma indireta a hipertrofia cardíaca 

através da relação peso do coração/peso do animal verificou-se que o IM promove aumento 

desta relação intensificada pela presença de hipertensão. Como agonistas de A2A-AR 

poderiam preservar a espessura da parede ventricular em regiões afastadas da área de IM 

(TOUFEKTSIAN et al. 2006), existe a hipótese de que LASSBio-294 estaria impedindo o 

surgimento da hipertrofia ventricular por ativar estes receptores. Estas alterações na parede 

ventricular também foram descritas por diversos grupos em diferentes modelos de IC (WEISS 

et al., 2003; EPSTEIN et al., 2002; ROSS et al., 2002; KRAMER et al., 1993) e em pacientes 

após IM (BOGAERT et al., 2000; KRAMER et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uma vez que o tratamento com LASSBio-294 impediu o desenvolvimento da IC nos 

SHR-IM, avaliamos sua capacidade de reduzir a intolerância ao exercício físico. A 

intolerância ao exercício foi confirmada no modelo de hipertensão associado ao IM pela 

intensa redução da distância percorrida no teste. A intolerância ao exercício físico já está bem 

caracterizada em diferentes modelos animais de IC (MUSCH et al., 1986; MUSCH et al., 

Figura 66. Estrutura química de ATL-146e (1) e AMP579 (2). 
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1990; MUSCH et al., 1993; PFEIFER et al., 2001) e bem com em humanos (SULLIVAN et 

al., 1989; SULLIVAN et al., 1991; WILSON et al., 1993 PLAZAK, 2001; ABUDIAB et al., 

2013, OKITA, 2013). A intolerância ao exercício é um dos principais sintomas da disfunção 

diastólica crônica e é um dos fatores determinantes da qualidade de vida relacionada à saúde 

dos pacientes com IC (KITZMAN e GROBAN 2008). A disfunção vascular da musculatura 

esquelética induzida pela IC tem sido associada à intolerância ao exercício, em parte, por 

combinação do aumento dos níveis de ROS e redução da formação de NO levando ao estresse 

oxidativo. A maior formação de ROS esta relacionada a redução de tetra-hidrobiopterina 

(cofator essencial para a NOS), de superóxido desmutase, de catalase, bem como aumento da 

expressão de NADPH-oxidase. O aumento dos níveis de mediadores inflamatórios como 

TNF-a e IL-1 observado na IC tem sido fortemente implicado no processo do estresse 

oxidativo, reduzindo a eNOS e consequentemente redução de NO, além de promover o 

aumento da iNOS (POOLE et al., 2012). Fatores estes que também estão implicados no 

desenvolvimento da intolerância ao exercício. O tratamento com LASSBio-294 preveniu a 

redução da capacidade de esforço em animais SHR-IM. Esta ação pode estar relacionada a 

melhora da função cardíaca acima descrita. No entanto, os efeitos cardíacos podem não ser os 

únicos a contribuir para a melhora da capacidade destes animais, uma vez que este composto 

pode atuar melhorando os fatores que interferem na atividade da musculatura esquelética, 

como demonstrado por Gonzalez-Zerrato et al., (2001). A fadiga muscular induzida pelo IM 

foi relacionada com a redução da recaptação de Ca
2+

 pelo RS (FITTS, 2011; DA SILVA et 

al., 2013), bem como pela redução da expressão de SERCA2a no músculo esquelético. Estes 

foram evitados com o tratamento de LASSBio-294 (DA SILVA et al., 2013).  

Fatores adicionais que justifiquem o não surgimento de intolerância ao exercício 

induzido pelo LASSBio-294 foram avaliados através da observação da fibrose por deposição 

de colágeno. O aumento do depósito de colágeno presente na condição de hipertensão 

associada ao IM foi evitado de forma dose e tempo dependente com o tratamento com 

LASSBio-294. A redução de colágeno e consequentemente de fibrose pode estar relacionada 

à possível ação do LASSBio-294 ativando A2A-AR (GERAETS e KIENZLE 1992; 

NEUBAUER 2007; PEART  e HEADRICK 2007; SMITS et al., 1998). Trabalhos recentes 

sugerem que a sinalização dependente de cAMP por ativação de A2A-AR poderia promover a 

inibição da síntese de colágeno induzida por fibroblastos limitando o remodelamento cardíaco 

e progressão da IC (EPPERSON et al., 2009, VILLARREAL et al., 2009). Esta redução 

também estaria relacionada a capacidade de limitar a expressão de TNF-Ŭ e IL6 (FENG et al., 

2010, KUBOTA, et al., 1997). Assim, o principal mecanismo para o efeito cardioprotetor e 
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redutor da lesão após-infarto induzido pelo LASSBio-294 poderia ser a inibição das respostas 

pró-inflamatórias por estimulação de A2A-AR durante a isquemia (Figura 66). Assim, avaliou-

se então a presença de TNF-a no músculo cardíaco através da técnica de imunohistoquímica. 

Houve aumento da expressão de TNF-a após o IM o que foi evitado pela administração de 

LASSBio-294 em DMSO ou em suspensão. Resultados semelhantes foram descritos em 

modelo de isquemia e reperfusão onde o uso de um agonista A2A-AR como o ATL, reduziu o 

mRNA para TNF-a em regiões isquêmicas (TOUFEKTSIAN et al., 2006) portanto a ativação 

de A2A-AR poderia inibir a secreção de citocinas ativada por macrófagos e prevenir o 

acumulo de TNF-a (OHTA et al., 2001). 
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Figura 67. Ativação do receptor de A2A protege os órgãos da isquemia-reperfusão por ampla inativação 

da resposta inflamatória induzida pela isquemia. A ativação do receptor de A2A reduz a adesão e 

transmigração de várias células inflamatórias, incluindo células T (NKY), linfócito e neutrófilos. A 

Estimulação deste receptores também limita a produção de citocinas inflamatórias e quimiocinas, a 

liberação de superóxido e a secreção de interferon-g (INF-g) por células imunes ativadas. NO, óxido 

nítrico; TNF-a, fator de necrose tumoral a. (Haskó et al., 2008). 
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4.2. LASSBio-897 

 

Uma nova substância foi planejada e sintetizada a partir de modificação na estrutura 

do LASSBio-294, surgindo o LASSBio-897. Um regioisômero do LASSBio-294, através da 

substituição do anel tienil. Caracterizado como um vasodilatador mais potente que o 

protótipo, com mecanismo de ação vasodilatadora por ativação de receptor muscarínico 

subtipo M3
.
 Este derivado promoveu vasodilatação em anéis de aorta de rato e redução 

significativa da pressão arterial em ratos espontaneamente hipertensos após administração 

aguda e tratamento a longo prazo (ZAPATA-SUDO et al., 2010). Além disso, foi 

demonstrando que LASSBio-897 apresenta atividade seletiva para A2A-AR. 

Este trabalho também teve o intuito de avaliar os efeitos assim descritos para o 

LASSBio-897, em  promover ação benéfica no tratamento da IC diastólica induzida pela 

associação da hipertensão arterial e IM. 

Na avaliação da pressão arterial dos grupos SHR-IM tratados com LASSBio-897 

observou-se que a substância quando administrada pela via intraperitoneal durante quatro 

semanas não promoveu redução da pressão sistólica, diastólica e média. A disfunção 

endotelial que estaria ocasionando a hipertensão nos animais foi confirmada através do 

relaxamento induzido por acetilcolina em anéis de aorta, onde observamos um relaxamento 

reduzido para os SHR-Sham quando comparado ao WKY e intensificado nos SHR-IM. Esta 

resposta a acetilcolina foi intensificado quando os animais SHR-IM foram tratados com a 

substância por via intraperitoneal, resultados que demonstram sua capacidade de impedir o 

desenvolvimento da disfunção endotelial. Contudo este efeito não refletiu na redução da 

pressão arterial. Estes resultados poderiam, portanto estar relacionado a dose utilizada, uma 

vez que o foi demonstrado que tratamento por esta mesma via, na dose de 1 mg.kg
-1
,durante 

14 dias em SHR, promoveu  redução significativa da pressão sistólica e diastólica, sem 

entretanto alcançar os valores encontrados em animais normotenso (ZAPATA-SUDO, et al., 

2010). Em seguida foram realizados os mesmos experimentos, contudo neste momento foi 

modificada a via de administração, para oral e utilizado uma dose de 20 mg.kg
-1
, para o 

tratamento dos SHR-IM. LASSBio-897 apresentou efeitos anti-hipertensivos apenas quando 

administrado por via oral e diluído em DMSO, promovendo redução da pressão sistólica, 

diastólica e média de SHR-IM quando comparados ao SHR não tratados. Entretanto, estes 

parâmetros não foram alterados quando a substância foi administrada na forma de suspensão, 

independente da melhora da disfunção endotelial destes animais.  
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A função sistólica destes animais foi avaliada através da PVES e +dP/dt, e como 

acima descrito houve aumento destes parâmetros para os animais hipertensos, relacionado ao 

aumento da pós-carga. O tratamento com LASSBio-897 recuperou estes parâmetros quando 

administrado realizado por via oral, efeito possivelmente relacionado ao efeito anti-

hipertensivo citado a cima. 

O tratamento intraperitoneal com LASSBio-897 impediu de forma parcial o aumento 

da PVEDF e as alterações na taxa de relaxamento cardíaca induzida pelo IM em SHR. Este 

mesmos resultados foram observados quando o tratamento foi realizado por via oral e a 

substância foi administrada em suspensão. Entretanto quando LASSBio-987 foi diluído em 

DMSO  verificamos que preveniu as modificações induzidas pelo infarto em animais SHR, 

evitando portanto o desenvolvimento de disfunção diastólica destes animais. 

Interessantemente tem sido demonstrado que a acetilcolina é capaz de induzir pré-

condicionamento do coração do cão (YAO e Gross, 1993a), supostamente por estimulação 

dos receptores muscarínicos M2 acoplados a proteínas Gi (YAO e GROSS, 1993b, 1994). 

Contudo, outros estudos concluíram que os receptores muscarínicos M2 não tem um papel 

neste modelo (LAWSON et al., 1993; LIU e DOWNEY, 1993). Outros tipos de receptores 

muscarínicos podem ser envolvidos no pré-condicionamento, como foi evidenciado por 

estimulação dos receptores muscarínicos cardíacos M3. Estes receptores M3 foram capazes de 

proteger o músculo cardíaco da isquemia, incluindo a diminuição da incidência e da gravidade 

das arritmias induzidas por isquemia, limitando a área de infarto e reduzindo os níveis de 

mediadores apoptóticos bem como atenuando a sobrecarga de Ca
2+

 intracelular (YANG et al., 

2005). Recentemente Zhao et al., (2010) sugeriram que a estimulação de receptores 

muscarínicos M3 antes da indução da isquemia/reperfusão seria cardioprotetora através da alta 

regulação da ciclooxigenase-2 e inibição da fosforilação de conexina-43.  

Foi demonstrado pelo nosso laboratório que ratos normotensos submetidos ao IM e 

tratados com LASSBio-897 melhoraram a capacidade de exercício durante teste de esforço 

(Da SILVA, Dissertação de Mestrado, 2010). Assim somando este efeito a melhora da 

disfunção diastólica no SHR-IM tratados com esta , a próxima etapa foi avaliar se o 

LAASBio-897 também promoveria uma redução na intolerância ao exercício nestes animais. 

De acordo com o resultado demonstrado verificamos que o derivado aumentou a distância 

percorrida de SHR-IM apresentando um perfil melhor que dos animais normotensos. 

Devido a possível ação cardioprotetora acima descrita para os agonistas de receptores 

M3, investigamos a fibrose cardíaca dos SHR-IM tratado  LASSBio-897. Observarmos que 

não houve depósito de colágenos no coração de SHR-IM tratado, por via intraperitoneal, e 
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que quando os animais foram tratados pela via oral o depósito de colágeno foi reduzido. 

Entretanto estes resultados não foram associados a redução da hipertrofia cardíaca uma vez 

que não houve redução da mesma, nestes grupos experimentais. Quando avaliamos a 

hipertrofia cardíaca nos SHR-IM tratados com LASSBio-897 observamos que o tratamento 

preveniu o desenvolvimento da hipertrofia. O quatro de hipertrofia associado as alterações 

hemodinâmicas demonstram que o desenvolvimento da IC está associado a um somatório de 

fatores e, que para uma substância impedir o desenvolvimento da IC é necessário que ative 

diversos alvos. Além disso, verificamos que de acordo com a formulação do LASSBio-897  

impediu parcialmente o desenvolvimento da IC diastólica, entretanto o protótipo, LASSBio-

294, parece demonstrar resultados melhores, resultados estes que poderiam estar relacionado a 

farmacocinética das substâncias em questão. 

 

 

 

 

 

Figura 68. Esquema representativo da função cardíaca de receptor de acetilcolina muscarínico subtipo 3 (M3-

mAChR) identificados até à data, com base nos dados disponíveis na literatura. A ativação de M3-mAChR 

provoca muitas atividades celulares em cardiomiócitos, levando a citoproteção e melhora da função cardíaca que 

por sua vez melhora lesões isquêmicas do miocárdio. Modificada de Wang et al. 2007. 
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5.Conclusão 
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Esta tese de doutorado avaliou os efeitos de substâncias pertencentes à classe N-

acilhidrazônicas, LASSBio-294 e LASSBio-897, como propriedades vasodilatadoras, em 

modelo de IC diastólica induzida pelo infarto do miocárdio em SHR. As substâncias foram 

administrada por via intraperitoneal ou oral, em diferentes doses. A partir dos resultados 

obtidos podemos concluir que de acordo com a via de administração a dose a formulação das 

substâncias e o período de estudo os derivados promoveram; 

 

V Redução da pressão arterial; 

V Normalização das funções sistólica e diastólica; 

V Recuperação da capacidade ao exercício físico; 

V Redução da hipertrofia cardíaca; 

V Recuperação da fibrose cardíaca; 

V Redução da presença de TNF-Ŭ; 

V Melhora da disfunção endotelial em anéis de aorta. 

 

Demonstrado assim que tanto LASSBio-294 quanto LASSBio-897 podem ser alternativas 

para o tratamento da IC diastólica em pacientes hipertenso. 
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