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Resumo

O heptapeptideo angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)) exerce seus efeitos via interacdo com o receptor
Mas. Como resultado dessa interacdo, ¢ deflagrada uma resposta contra-regulatoria essencial da
Ang-(1-7) sobre os efeitos constritores e remodelantes do sistema renina angiotensina aldosterona
(SRAA), provocados pelo eixo Angiotensina [I/receptor AT1. A hiperatividade do SRAA ¢ descrita
como determinante nos processos fisiopatologicos das doencas cardiovasculares, levando ao
aumento da pressdo arterial, remodelamento cardiaco e vascular. Além disso, induz atividade
inflamatoria importante em todo o organismo. Neste estudo avaliamos o papel do receptor Mas no
remodelamento cardiaco provocado por sobrecarga pressorica induzida por coarctacdo da aorta
toracica (CAT) em camundongos Mas-KO. A CAT experimental foi realizada na aorta transversa,
entre as artérias inominada e cardtida esquerda. A oclusdo produzida foi de grau leve,
aproximadamente 40% do limen da aorta. Foi realizado exame ecocardiografico antes (tempo 0), 7
dias (tempo 1) e 30 dias (tempo 2) ap6s a CAT. Andlise ecocardiografica convencional e andlise de
deformacao miocardica por speckle tracking (ST) foram realizados off-line. Ao fim do periodo de
30 dias os camundongos foram eutanasiados e os coracdes foram excisados e fragmentos utilizados
para avaliagdo da expressdo de mRNA, de genes relacionados a disfun¢do e remodelamento
cardiaco. No tempo 0 ficou evidente ao ecocardiograma, as caracteristicas de disfuncao sistolica
causada pela delecdo do receptor Mas, verificada por redugdo dos pardmetros de fungdo sistolica
como fracdo de encurtamento (24,36 + 3,53 versus 39,44 + 3,26%, P<0,0001), fragdo de ejecdo
(49,00 £ 5,94 versus 70.57 + 4,12%, P<0,0001), débito cardiaco (14,03 + 2,35 versus 18,01 £ 3,63
ul/min, P<0,0001), volume sistolico (30,11 + 4,54 versus 42,33 + 6,85 ul, P<0,0001), e adaptagao
morfoldgica das paredes e cdmara cardiaca ventricular esquerda. Na CAT nao houve alteracdo
observavel ao ecocardiograma convencional para os animais WT. Os camundongos Mas-KO
demonstraram incremento compensatorio da funcdo representado por aumento de fracdo de
encurtamento (29,85 + 5,53 versus 38,34 + 4,19%, P<0,01) e fracdo de ejecao (57,42 + 8,35 versus
68,91 + 5,49%, P<0,01). A analise de deformagdo por ST no tempo 0 ndo demonstrou alteracdes
para a maior parte dos parametros, mas revelou assincronia entre paredes para deslocamento e strain
longitudinal endocardicos no Mas-KO. Trinta dias ap6s a indu¢do da CAT, embora a avaliagdo por
ST ndo tenha demonstrado mudanca significante para a maior parte dos parametros, tanto para os
animais Mas-KO como para WT, houve reducdo importante de Strain e Strain Rate circunferenciais
epicardicos, sugerindo que o processo inicial do remodelamento funcional a sobrecarga de pressao

pode iniciar-se nesse componente mecanico epicardico. Houve inducdo de assincronia nos
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camundongos WT e intensifica¢do da assincronia entre os segmentos miocardicos nos camundongos
Mas-KO. Houve aumento da intensidade da assincronia nos deslocamentos longitudinais endo e
epicardicos, no strain e strain rate longitudinais epicardicos e no eixo curto para o deslocamento
radial epicardico. De forma ndo esperada, a analise bioquimica de mRNA demonstrou aumento de
expressdo para ANP, BNP ¢ MHCB somente nos camundongos WT, embora a avaliagdo de
espessura relativa da parede e indice de massa do ventriculo esquerdo tenham demonstrado que
ambos evoluem para desenvolvimento de hipertrofia concéntrica. TGFB e coldgeno III apresentaram
aumento para WT e Mas-KO apds a CAT. Conclui-se que os camundongos Mas-KO apresentam
maior sensibilidade no processo de adaptacdo funcional a CAT, observada pela ecocardiografia
como incremento de funcdo sistdlica, embora alguns resultados bioquimicos determinantes desse
remodelamento tenham sido inesperados.

Palavras-chave: SRA — Ang-(1-7)/Receptor Mas — ecocardiografia — coactagdo aortica -

camundongo



Abstract

The heptapeptide angiotensin —(1-7) (Ang — (1-7)) exerts its effects through interaction with Mas
receptor. As a result of this interaction, an essential contra regulatory role of Ang — (1-7) against the
constrictor and remodeling effects of the renin angiotensin system (RAS), represented by
angiotensin II (Ang II)/AT1 receptor axis is achieved. Hyperactivity of RAS is a well-known
determinant in physiopathology of cardiovascular diseases, leading to increased blood pressure and
remodeling of the heart and vessels. Besides it stimulates inflammatory pathways everywhere in the
organism. In this study, we evaluated the role of Mas receptor on cardiac remodeling in a pressure
overload model induced by thoracic aortic constriction (TAC) in Mas-KO mice. TAC was induced
in the transverse aorta, between innominate and left carotid arteries. The occlusion was considered
mild, occupying approximately 40% of aortic lumen. Echocardiographic evaluation was performed
before (time 0), 7 days (time 1) and 30 days (time 2) after TAC procedure. Conventional
echocardiographic analysis and deformation analysis using Speckle Tracking echocardiography
were accomplished offline. The mice were euthanized and their hearts excised. Fragments of the
left ventricle (LV) were used for biochemical analysis of mRNA gene expression related to cardiac
dysfunction and remodeling. The echocardiographic data of control showed clearly the systolic
dysfunction developed by Mas-KO mice. Low fractional shortening (FS) (24,36 + 3,53 versus 39,44
+ 3,26%, P<0,0001), ejection fraction (EF) (49,00 £ 5,94 versus 70.57 = 4,12%, P<0,0001), cardiac
output (14,03 +2,35 versus 18,01 + 3,63 ul/min, P<0,0001) and systolic volume (30,11 + 4,54 versus
42,33 + 6,85 ul, P<0,0001), besides left ventricular chamber and walls morphological adaptations
when compared to WT mice. Conventional echocardiographic data did not show any changing in
WT mice 30 days after the mild TAC, but Mas-KO mice had a compensatory changing in heart
function observed as increasing of FS (29,85 + 5,53 versus 38,34 £ 4,19%, P<0,01) and EF (57,42
+ 8,35 versus 68,91 + 5,49%, P<0,01) along with morphological changings. There were not many
significant alterations in the deformation analysis in the control time, but it could be seen already
that Mas-KO depicts asynchrony of endocardial longitudinal displacement and strain. Thirty days
after TAC WT and Mas-KO mice developed a significant reduction of epicardial circumferential
strain and strain rate values, what could mean that the first adaptations of heart mechanics to pressure
overload in the model applied occurs in this component. There was an increasing asynchrony
activity between walls after TAC in both animals, that was further worsened in Mas-KO mice. It
was observed important asynchrony in endocardial and epicardial longitudinal displacement,

epicardial longitudinal strain and strain rate, along with short axis epicardial radial displacement.
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Unexpectedly biochemical analysis of mRNA showed increased expression of ANP, BNP and
MHCB only in WT mice, although evaluation of LV relative wall thickness and LV myocardial
index mass demonstrated that both had tendency to concentric hypertrophy development. Collagen
III and TGFB mRNA increased in WT and Mas-KO mice. The results indicate that the Mas-KO
mice are more sensitive in developing functional adaptation when submitted to a model of mild
pressure overload, observed through echocardiographic evaluation as increased FS and EF and
morphological modifications, although some biochemical results to support these changes were
unexpected.

Keywords: RAS — Ang-(1-7)/Mas receptor — echocardiography — aortic banding - mice
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1. Introducao

As doencas cardiovasculares sdo consideradas a primeira causa de dbito no mundo, levando
a aproximadamente 17 milhdes de mortes ao ano, com previsdo de atingir 24 milhdes de obitos/ano
em 2030. Em 2013, estudos epidemioldgicos apontavam em torno de 23 milhdes de pessoas
acometidas por insuficiéncia cardiaca no mundo, sendo o diagnéstico precoce a forma mais
importante de tentativa de controle (Marques et al., 2012; Laslett et al., 2012; Roger, 2013). A
ecocardiografia é considerada o padrdo ouro para avalia¢do de funcao cardiaca e, o desenvolvimento
de novas técnicas para quantifica¢do da fungdo, permite o acesso a detalhamento morfofuncional de
modelos de doenga cardiovascular que simulam os processos patologicos desenvolvidos pelo ser

humano (Gorcsan and Tanaka, 2011; Bauer et al., 2011; Ram et al., 2011).

2. Revisao de Literatura

2.1 Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

O sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) tem papel primordial no controle da
pressdo arterial e do equilibrio hidro-eletrolitico, contribuindo de forma essencial para a homeostase
corporal (Ferreira et al., 2011). Nos ltimos anos vdrias técnicas fisiofarmacoldgicas associadas a
gendmica moderna e métodos de deteccdo proteica permitiram a identificacdo de novos
componentes do SRAA (Ferreira and Santos, 2005; Ribeiro-Oliveira et al., 2008).

A descricdo do SRAA iniciou-se em 1898, quando Tigerstedt e Bergmann descreveram a
descoberta de uma substancia labil ao calor, extraida da cortex renal de coelhos, cujo nome proposto
foi renina. Em 1934, Goldblatt e colaboradores descreveram a indugdo de hipertensdo em modelo
de isquemia renal causada por constricao da artéria renal em ratos. Posteriormente foi realizada a
descri¢do de que os efeitos pressores da renina eram indiretos, dependendo de outra substancia,
resistente ao calor, que foi identificada como o angiotensinogénio, seu substrato. (Atlas, 2007). Dois
grupos distintos de pesquisadores, determinaram que a atividade proteolitica da renina ¢ que levava
a produ¢do do componente pressor. Braun-Menendez e colaboradores (Argentina), e Page e
colaboradores (Estados Unidos), nomearam esse componente pressor como angiotensina, termo
cunhado a partir dos termos angiotonina e hipertensina. Foram descritas duas formas de
angiotensinas (Skeggs et al., 1954). Trabalhos posteriores relataram que uma enzima presente no
plasma, denominada enzima conversora de angiotensina (ECA), era capaz de clivar Ang I a Ang II.

Virios pesquisadores descreveram também que a Ang II € capaz de induzir a liberagdo pela cortex



da adrenal, da aldosterona, hormdnio também essencial na regulacdo do balango hidroeletrolitico
(Skeggs et al., 1976; Piepho and Beal, 2000; Atlas, 2007).

A renina ¢ uma enzima proteolitica sintetizada nas células justaglomerulares da parede da
arteriola aferente do glomérulo renal (Ganten et al., 1970). Sua producao decorre de trés estimulos
principais: redug¢do da perfusdo sanguinea renal; estimula¢do da inervacdo adrenérgica simpética
renal; detec¢do pela macula densa, da diminuicdo da concentracdo de cloreto de sddio no conteudo
tubular distal. Essa enzima cliva o angiotensinogénio, seu substrato, que ¢ produzido no figado e
secretado na circulagdo sistémica. Uma vez clivado, gera a formagao da Ang I, um decapeptideo. A
clivagem da Ang I pela enzima conversora de angiotensina do tipo I (ECA 1), forma a Ang Il (ver
Persson, 2003; ver Fournier et al., 2012).

A angiotensina II ¢ um octapeptideo, sendo considerada o principal componente do SRAA.
Seus efeitos fisiologicos, exercidos via ligagdo ao receptor ATI1 incluem, potente acdo
vasoconstritora arteriolar, estimulo a secrecdo de aldosterona, inducao a reabsor¢do de sdédio nos
tubulos contorcidos proximais, estimulo central a secrecdo do hormonio adrenocorticotréfico e a
liberacdo da vasopressina, efeito dipsogénico e apresenta importantes efeitos pré-inflamatorios e
proliferativos. Suas acdes, quando exacerbadas, favorecem o surgimento, desenvolvimento,
manutengdo e agravamento de doencas cardiovasculares. Dentre elas podem ser citadas: exacerbada
vasoconstricdo periférica, aumento da atividade simpatica, atividade arritmogénica cardiaca,
ativacdo de mecanismos pro-fibroticos e inflamatdrios cardiacos e vasculares, estimulo ao
remodelamento cardiaco (proliferacdo celular) e favorece mecanismos trombdticos (Ferreira and
Santos, 2005; Sampaio et al., 2007b; Ferreira et al., 2011).

A Angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7) ¢ um componente essencial do SRAA, que tem sido
estudado de forma extensa nas ultimas duas décadas. Ela ¢ um heptapeptideo, formado pela
clivagem da Ang II pela enzima conversora de angiotensina do tipo 2 (ECA 2). A clivagem de Ang
II por prolilcarboxipeptidases e prolilendopeptidases também leva a formagdo de Ang-(1-7). Além
disso ela pode ser formada a partir da Ang I pela acdo de endopeptidases neutras e
prolilendopeptidase (Ferreira and Santos, 2005; Keidar et al., 2007; Marques et al., 2012; Domenig
etal., 2015).

A identificacdo da ECA 2 como importante enzima formadora de Ang-(1-7) e do receptor
da Ang-(1-7) ligado a proteina G, receptor Mas, contribuiram de forma essencial para caracterizar
o papel funcional desse peptideo, e adicionou novos elementos ao eixo do SRAA. O conhecimento
da atividade desse eixo, embora em ampla expansdo, tanto em condic¢des fisioldgicas como em

condi¢des patologicas ainda ¢ limitado (Santos et al., 2003; Danilczyk and Penninger, 2006; Keidar



et al., 2007; Santos, 2014).

A ligacao da Ang-(1-7) ao receptor Mas induz a¢des antagonicas aquelas demonstradas para
a Ang II. Efeitos antiarritmogénicos, antifibréticos/antiproliferativos e antitromboticos ja foram
demonstrados (Santos, 2014). Os efeitos benéficos do eixo ECA 2/Ang-(1-7) em insuficiéncia
cardiaca ja foram relatados (ver Patel et al., 2016). Recentemente foram descritas as acdes da Ang-
(1-7) na atenuacao da hipertrofia miocéardica e reducdo da producao de espécies reativas de oxigénio
induzidas por infusdo de Ang II (Guo et al., 2017).

Diversos trabalhos demonstram a importancia da Ang-(1-7) para a manuten¢do da
ultraestrutura e funcdo cardiovasculares em modelos de doenga cardiovascular em animais intactos
e animais knockout para o receptor Mas ( Loot et al., 2002; Tallant et al., 2005; Castro et al., 2006;
Rabelo et al., 2008; de Moura et al., 2010).

A administracdo de Ang-(1-7) antagoniza a vasoconstricdo induzida por Ang II. Supde-se
que os mecanismos pelos quais a Ang-(1-7) exerca este efeito sejam: antagonismo de receptores
ATI; liberagdo de 6xido nitrico ou outros fatores relaxantes como por exemplo prostaciclinas; efeito
sobre outros peptideos biologicamente ativos como a bradicinina (Sampaio et al., 2007a). Outros
estudos demonstram que a Ang-(1-7) aumenta o débito cardiaco em ratos. Além disso no infarto
produzido por ligadura de corondria ha perda de imunoreatividade para Ang-(1-7) na area infartada
e aumento importante na borda da area lesada. Também ja foi demonstrada que a delecao genética
do receptor Mas leva a remodelamento e disfun¢do cardiaca (Ferreira et al., 2011; Zhang et al.,
2012)

Recentemente, nosso laboratdrio identificou um novo peptideo do SRAA, a alamandina, e
seu receptor, Mrgd (Mas-related G-protein-coupled receptor, member D). Estes novos componentes
parecem apresentar acdes complementares aquelas demonstradas para a Ang — (1-7), mas ainda por

ser esclarecidas (Lautner et al., 2013).
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Figura 1. Visao atual do SRA e seus novos componentes € vias de interagdo (Santos, 2014).

Dada a importancia da Ang-(1-7) na manuten¢do da funcdo cardiaca normal, a avaliaciao
morfofuncional com a ecoDopplercardiografia de alta resolu¢do e a avaliagdo bioquimica em
modelo de sobrecarga de pressdo em camundongo Mas-KO, podem ampliar os conhecimentos dos

mecanismos mecanicos e celulares envolvidos na piora da fungdo cardiaca nesses modelos.

2.2. SRAA e remodelamento cardiaco
2.2.1 Remodelamento cardiaco

Em resposta a aumento persistente da carga de trabalho, o coragdo passa por transformagdes
morfofuncionais que recebem o nome de remodelamento cardiaco. A expressdo basica do
remodelamento € a hipertrofia. A hipertrofia decorre de uma discrepancia entre performance como
bomba e demanda metabolica sistémica. O aumento da pds-carga de forma cronica por exemplo,

leva a aumento de tensdo parietal, podendo culminar com dano tecidual irreversivel. Os estimulos



ao remodelamento podem ter origens fisiologicas ou patoldgicas. Dentre as causas fisiologicas sao
considerados o exercicio fisico, a gestacdo e o crescimento pds-natal. Por outro lado, varias causas
patoldgicas sdo reconhecidas: ativacdo neuro-humoral, hipertensdo arterial, doengas valvares,
causas genéticas de cardiomiopatias e hipdxia miocéardica (infarto). Essas condi¢des podem
precipitar o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, arritmias e culminar com o 6bito do paciente
(Hill and Olson, 2008; Cikes et al., 2010).

O crescimento hipertréfico ¢ o mecanismo primario pelo qual o coragdo tenta normalizar o
estresse da parede ventricular de um coragdo submetido a sobrecarga de trabalho. Esse crescimento
envolve remodelamento celular e molecular, que fazem parte das fases adaptativas e compensatorias
ao processo deflagrador. Crescimento de midcitos (sem proliferacdo significativa), re-expressao de
genes fetais, mudancgas na expressao de proteinas envolvidas no acoplamento excitagdo-contragdo e
modificacdo no estado energético e metabolico dos cardiomidcitos sdo eventos essenciais ao
remodelamento. Aumento na sintese proteica, e no tamanho e organizagao dos sarcomeros t€m papel
fundamental (Hill and Olson, 2008). Desvio do metabolismo para vias glicoliticas, modifica¢des na
regulacdo do célcio intracelular, perda de midcitos, alteragdes da matriz extracelular e substitui¢ao
por tecido fibroso, remodelamento elétrico e alteracdes contrateis ocorrem frequentemente em
condi¢des de doenga. Outra caracteristica frequentemente relatada em remodelamento hipertréfico
¢ reducdo da densidade capilar levando a condi¢des de hipdxia e dreas de micro-isquemia, que
contribuem de forma adicional ao processo (Hill and Olson, 2008; Kehat and Molkentin, 2010)

A visdo classica do remodelamento reconhece trés padroes morfologicos distintos:
remodelamento concéntrico fisioldégico, com aumento da espessura das paredes ventriculares mas
sem aumento de massa cardiaca; hipertrofia concéntrica, secundaria a sobrecarga pressorica
(hipertensdo, estenose aortica ou pulmonar), com aumento da espessura das paredes ventriculares
com adi¢do de sarcomeros em paralelo, e consequentemente da massa, culminando com redugao do
tamanho das camaras ventriculares; e hipertrofia excéntrica, secundaria a sobrecarga de volume
(insuficiéncia valvar, infarto do miocardio), com aumento de massa cardiaca acompanhado de
aumento no tamanho das camaras ventriculares, devido a adi¢ao de sarcomeros em série, no ambito
longitudinal (Hill and Olson, 2008).

Adicionalmente aos disturbios de proliferacdo e hipertrofia de cardiomiocitos, o aumento da
deposi¢do de colageno representa fator fundamental na modificagdo da mecénica de contragao,
sendo grandemente responsavel pelo enrijecimento e aumento da tensdo parietal. Os fibroblastos
cardiacos que representam em torno de 70% dos tipos celulares do cora¢do, possuem estrutura

organizada paralelamente as fibras musculares, mantendo a continuidade entre as células das



diversas camadas que formam o miocardio. Sua fun¢do mais importante ¢ a manuten¢do da
integridade estrutural do coracdo via proliferacdo controlada e reposi¢do de matriz extracelular
(MEC). A organizacdo adequada e coesa da MEC contribui também para a atividade mecanica do
coracdo evitando perda da transmissdo de forca entre cardiomiocitos e seu estiramento excessivo.
Participa ativamente no recolhimento elastico diastélico e permite a transducdo de contratilidade de
um Unico midcito em atividade sincicial ventricular. Além disso possui papel essencial na interagdo
dindmica e coordenada entre as células, respondendo a estimulos mecanicos, elétricos e quimicos,
contribuindo para a manutencao da fun¢do cardiaca (Porter and Turner, 2009; Kehat and Molkentin,
2010; Takawale et al., 2015). Dois tipos de colageno estruturam a MEC cardiaca, aqueles
formadores de fibrilas, os coldgenos I e III que sdo predominantes e aqueles ndo formadores de
fibrilas: o colageno IV, que forma a estrutura da membrana basal em torno dos cardiomiocitos e o
colageno VI, que apresenta funcdo importante no desenvolvimento do coracdo e na diferenciagdo
de fibroblastos em miofibroblastos. Colageno I determina resisténcia a tensdo parietal e o colageno
IIT determina distensibilidade, e ¢ importante para a formacao da estrutura fibrilar do coladgeno I
(Takawale et al., 2015). A diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos tem papel critico no
remodelamento miocardico adverso, que culmina com o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca.
Fibroblastos cardiacos, na presenc¢a de concentragdes aumentadas de substdncias como hormonios,
citocinas pro-inflamatorias e fatores de crescimento, tornam-se altamente proliferativos e invasivos,
modificando de forma intensa o intersticio miocéardico, pelo aumento de metaloproteinases que
promovem degradacdo da MEC e aumentam a deposicdo de coldgeno. Metaloproteinases tem
participagdo decisiva nas alteracdes do intersticio miocardico em modelos de sobrecarga pressorica
(Porter and Turner, 2009; Kehat and Molkentin, 2010).

O desenvolvimento de formas precoces de diagndstico de disfungdo miocérdica seria
importante para a tentativa de instituicao de tratamentos com o objetivo de prevenir a ocorréncia de
fibrose, e consequentemente o remodelamento que culminaria com degeneragdo irreversivel de

miocitos (Cikes et al., 2010).

2.2.2 Eixo Ang II/AT1 e remodelamento

O SRAA tem funcgao critica na regulagdo do sistema cardiovascular, permitindo adaptacdo a
variagoes na dindmica funcional, com papel fundamental nos processos de adequagdo do trabalho

mecanico cardiaco a condi¢des diversas. Na fisiopatologia cardiovascular, essas condi¢gdes diversas



exigem uma interferéncia de longo prazo em um nivel supra-fisiologico do SRAA, levando a
modificacdes morfofuncionais. O mais importante componente desse sistema relacionado ao
remodelamento cardiaco ¢ a Ang II. A ligacdo da Ang II ao seu receptor, AT1, induz seus efeitos
fisiologicos e fisiopatologicos, sendo expressa de forma predominante nas células do sistema
cardiovascular como as células musculares lisas vasculares (CMLVs). Via este receptor, a Ang II
ativa diversas vias de sinalizacdo intracelular relacionadas a hipertrofia, hiperplasia e migracao de
CMLVs. Os efeitos troficos da Ang II no miocardio envolvem hipertrofia dos midcitos e
proliferacdo de fibroblastos (Higuchi et al., 2007). Promove também ativagdo dos fibroblastos,
aumentando a deposicdo de matriz extracelular no miocardio. Importante salientar que, devido a
geracdo de todos os componentes do SRAA no miocardio, tanto os niveis de Ang Il quanto a
densidade de receptores AT1 no coracdo em processo de remodelamento estdo aumentados. A
sinalizacdo via receptor ATl induz o aumento intracelular de inositol trifosfato (IP;) via PKC
(proteina quinase C), desencadeando a liberagdo dos estoques de calcio (Ca™") do reticulo
sarcoplasmatico. O aumento de Ca++ no citosol ativa sinaliza¢do para hipertrofia por estimulagdo
de diversas vias (Heineke and Molkentin, 2006; McCollum et al., 2012).

Uma importante atividade promovida pela Ang II via AT1, ¢ a indugdo da sinalizagao do fator
de crescimento transformador beta (TGF- ;). O TGF- 3; € uma citocina produzida localmente, que
atua na manutencao da homeostase, reparagao e influencia nas respostas imunoldgica e inflamatoria
teciduais. Entretanto, no processo fisiopatoldgico cardiovascular, ele ¢ relacionado diretamente ao
desenvolvimento de remodelamento cardiaco, induzindo aumento da deposi¢cdo de matriz
extracelular, alterando o conteido de coladgeno e fibronectina do miocardio. Em humanos e em
modelos animais de doenga cardiaca, o aumento dos niveis de Ang II e TGF- B relacionam-se com
o grau de fibrose em sobrecarga de pressao (Rosenkranz, 2004; Murphy et al., 2015). Além disso, a
ativagdo da sinalizacdo da TGF- B, estimula proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPKSs) que
adicionalmente participam nos processos de diferenciacgdo, proliferacdo, sobrevivéncia e apoptose
celulares (Murphy et al., 2015).

A hiperatividade do SRAA também interfere nas fungdes da titina, a maior molécula que
compde o sarcdmero, e confere aos miocitos cardiacos a capacidade de geracdo de tensdo passiva.
Ancorada na banda Z, a titina possui trés segmentos que compde sua estrutura: grupos de
imunoglobulinas, a regido em mola PEVK (Prolina-Ac.glutdmico, Valina e Lisina), e o elemento
elastico N2B (N2BA, N2B e Titina cardiaca fetal). Tanto PEVK como os elementos N2B sofrem
fosforilagdo por diversas proteinas quinases, que regulam sua capacidade de gerar tensdo passiva.

Atividade adrenérgica via receptores 81, assim como atividade do SRAA promovem fosforilagdo



dessas regides (LeWinter and Granzier, 2014). Foi descrito em ratos mRen2 que o aumento da
Angiotensina II promove a transi¢ao da titina para predominancia do elemento N2B sobre N2BA.
O elemento N2B ¢ menor e mais rigido, e seu aumento responderia pelo menos parcialmente, pelo
incremento da tensdo passiva de forma patoldgica em processo hipertensivo dependente de Ang II

que culminaria com a deflagragdo da disfunc¢do diastdlica (Kovacs et al., 2016).

2.2.3 Eixo Ang-(1-7)/Mas e remodelamento

Inversamente ao observado para a Ang II, a Ang-(1-7) tem demonstrado importante
atividade moduladora do processo de remodelamento cardiaco. Desde a descri¢cao de seu receptor
(Santos et al., 2003), os efeitos benéficos da Ang-(1-7) tém sido amplamente estudados e
caracterizados. Em estudo avaliando seus efeitos sobre o crescimento celular, foi descrito que ela é
capaz de inibir a hipertrofia de cardiomidcitos pela ativagao do receptor Mas (Tallant et al., 2005).
Em modelo utilizando co-infusdo de Ang II e Ang-(1-7) foi observada a agdo anti-remodelante da
Ang —(1-7) e determinou-se que esse efeito ndo ¢ mediado por redugdo de pressdo arterial nem por
influéncia em receptores AT1 e AT2 (Grobe et al., 2007). Além disso, camundongos transgénicos
que apresentam maior produgdo tecidual de Ang-(1-7) desenvolvem menor deposi¢ao de coldgeno
e hipertrofia ventricular quando submetidos a modelo de inducdo de hipertensdao (Mercure et al.,
2008).

O modelo de delecao genética do receptor Mas ¢ importante ferramenta para avaliar as
consequéncias da perda dos seus efeitos no sistema cardiovascular. Em modelo de hipertrofia
cardiaca induzida por exercicio fisico, observou-se que a deposi¢ao de colageno I e III no coragdo
de camundongos Mas-KO foi intensa, diferentemente do observado em animais WT (Guimaraes et
al., 2012). A Ang-(1-7) tem demonstrado, em vdrios trabalhos, possuir papel chave em
contrabalancar os efeitos adversos da atividade aumentada de Ang II. Infusdo de Ang-(1-7) ou
agonistas do receptor Mas (AVE0991) demonstram efeitos antitroficos/remodelantes, reduzindo a
deposi¢do de colageno, e reduzindo a proliferagao e hipertrofia de midcitos. Corroborando esses
efeitos benéficos, tanto a utiliza¢ao de bloqueio farmacologico do receptor Mas com A779, como a
criagdo de modelo de delecao genética do receptor demonstram influéncia negativa sobre a estrutura
do miocéardio, levando a piora da fungdo cardiaca (ver Santos, 2014). Estudo do nosso laboratoério,
utilizando avaliacdo bioquimica e ecoDopplercardiografia de alta resolugdo, demonstrou os efeitos
benéficos da administragdo oral da Ang-(1-7) em ratos submetidos a infarto miocardico, em

experimento cronico (Marques et al., 2012; Marques, F. D., 2012). Em forma de administragdo



semelhante, outro trabalho relata que a administragdo do composto de inclusdo Hidroxi-propil-
betaciclodextrina/Ang-(1-7) em tratamento cronico reduziu a pressado arterial e frequéncia cardiaca
de ratos espontaneamente hipertensos (Bertagnolli et al., 2014). A administracdo da Ang-(1-7) via
implantacdo de microbombas osmdticas também demonstrou eficdcia reduzindo hipertrofia e
fibrose cardiacas, além de normalizar a funcdo diastdlica em camundongos db/db apresentando
cardiomiopatia diabética (Mori et al., 2014). J4 foi relatada sua eficacia em modelo de indugdo de
disfuncao diastolica com DOCA sal, e que esse efeito ¢ independente da reducgdo da pressao arterial
(de Almeida et al., 2015). Em modelo de hipertrofia miocéardica por infusdo de angiotensina II, a
utilizagcdo de Ang-(1-7) atenua o processo fibrético e reduz a produgdo de radicais livres via ativagao
de Sirt3 (Guo et al., 2017).

Apenas um estudo demonstra os possiveis efeitos da redu¢ao da Ang-(1-7) em modelo de
sobrecarga pressorica, mas foi realizado com camundongos transgénicos com delegdo genética da
ECA 2, demonstrando efeitos deletérios do modelo de forma importante (Yamamoto et al., 2006).

Nao existem estudos da aplicacdo do modelo de coarctacdo adrtica em camundongos Mas-KO.

2.3 EcoDopplercardiografia

A historia da ultrassonografia remonta ao ano de 1794, quando Lazzaro Spallanzani sugeriu
que a emissdo de ultrassons fosse a base para a localizacdo e deslocamento dos morcegos, naquela
época considerados cegos. A partir de 1880, com a descrigdo do efeito piezoelétrico pelos irmaos
Curie, postulando que a estimulagao elétrica de certos cristais seria capaz de gerar ondas sonoras,
os estudos sobre o assunto tomaram grande impulso, até que, em 1941 o neurologista e psiquiatra
austriaco Karl Dussik fez pela primeira vez utilizagdo da eco-transmissdo, técnica semelhante a
ultrassonografia, na tentativa de delineamento dos ventriculos cerebrais. Em 1950, German Keidel,
também utilizando eco-transmissao realizou a primeira avaliacdo cardiaca tentando medir o débito
cardiaco (Roelandt, 2000).

Edler e Hertz, em 1953 na Suécia foram os primeiros pesquisadores a utilizar a eco-reflexao
ultrassOnica para exame cardiaco, avaliando em Modo-M, a valva mitral. Deste ponto em diante
enorme avango tecnoldgico permitiu o desenvolvimento de equipamentos que produzem imagens
com grande detalhamento morfofuncional, o que tornou a ecocardiografia uma técnica impar para
diagnéstico de doencas cardiovasculares (Roelandt, 2000).

A ecocardiografia transtoracica ¢ o teste de diagndstico por imagem mais utilizado na

cardiologia, permitindo acesso a informacdes qualitativas e quantitativas, que colaboram para o



estabelecimento de diagnéstico e progndstico de doengas cardiovasculares. A técnica contribui
também para a otimizagao da terapéutica de pacientes cardiopatas, melhorando a compreensao dos
processos fisiopatologicos envolvidos no desenvolvimento da disfun¢do cardiaca. Vérias sdo as
vantagens da utiliza¢do desta técnica, incluindo baixo risco de efeitos bioldgicos (ndo-invasivo),
excelente custo-beneficio, aquisicdo de imagens com boa resolu¢do temporal, versatilidade e
padronizagdo de parametros (Boyd et al., 2015).

Atualmente o cardiologista ecocardiografista conta com diversas técnicas de realizacdo de
imagens e analise do sistema cardiovascular. Modo-M (motion), modo B (bidimensional), Doppler,
Doppler colorido, Doppler tecidual e a técnica de analise da deformagdo miocardica (Strain) sdo

utilizadas amplamente (Roelandt, 2000; Otto, 2010; Di Franco et al., 2017).

2.3.1 Modo Bidimensional (Modo B)

No modo bidimensional ¢ gerada uma imagem planar, produzida a partir de escaneamentos
seriados do o6rgdo em avaliagdo, possibilitando andlise anatomo-fisiologica, essencial na
cardiologia. E possivel a aquisi¢do de imagens em varios planos tomograficos, fornecendo visdes
detalhadas das estruturas cardiacas. A validacdo de pardmetros ecocardiograficos ¢ bem
estabelecida, o que torna a técnica confidvel e reproduzivel. Os equipamentos disponiveis
atualmente permitem a diferenciagdo de até 256 tons de cinza.

O que determina o aspecto ultrassonografico de um tecido ¢ sua densidade. Quanto mais
denso o tecido, maior a formagdo de ecos de retorno e consequentemente mais clara (branca) a
caracteristica da imagem. Da mesma forma quanto menos densa, mais escura se torna a imagem
observada. Esta caracteristica ¢ dependente do fator atenuacdo da energia das ondas sonoras.
Liquidos ndo promovem atenuagdo significativa da energia das ondas, formando imagem negativa
(escura). Ja os tecidos com maiores densidades promovem atenuacdo significativa, gerando imagens
com tonalidades diferenciadas de cinza. No caso dos ossos, a atenuagdo ¢ total, gerando em sua
superficie uma imagem totalmente branca, mas na regido posterior a eles observa-se imagem
negativa a qual se da o nome de sombreamento acustico, ou regido livre de ecos. Como resultado
tem-se regido sem imagem ultrassonografica. Esse evento pode limitar ou dificultar a aquisi¢ao de
imagens, tornando essencial o conhecimento anatdomico para contorna-lo (Otto, 2010; Di Franco et

al., 2017). A figura 2 mostra um exemplo de imagem bidimensional.
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Figura 2. Imagem representativa de corte em eixo curto do ventriculo esquerdo; SIV septo

interventricular; VE ventriculo esquerdo; PPVE parede posterior do VE.

Outro fator de importancia ¢ a frequéncia de operagdo do transdutor. A profundidade de
alcance de avaliacdo de um transdutor ¢ inversamente proporcional a sua frequéncia de operagao.
Para avaliacdes mais profundas sdo utilizados transdutores que operam em frequéncias mais baixas.
Para avalia¢des mais superficiais utiliza-se transdutor de frequéncia mais alta. Este fato interfere de
forma direta no transdutor a ser utilizado para camundongos ou ratos. Para ratos frequentemente sao
utilizados transdutores com frequéncia de operag¢do acima de 9 MHz, mas preferencialmente entre
15 € 21 Mhz. Para camundongos a transdug¢@o deve ser acima de 25 MHz para aquisicao de imagens
de boa qualidade. A taxa de amostragem no modo bidimensional deve ser superior a 30 quadros por
segundo para que seja possivel visibilizacdo adequada do movimento cardiaco. Com a apresentagao
de imagens de alta resolugdo ¢ possivel a quantificagdo do tamanho das cdmaras e funcdo.
Importante destacar que a experiéncia do examinador reduz a variabilidade dos pardmetros
avaliados, tornando os resultados mais confidveis (Roelandt, 2000; Otto, 2010; Boyd et al., 2015).
Para a avaliacdo em ambito de pesquisa, a taxa de amostragem deve ser maior que 200 quadros por
segundo, devido a alta frequéncia cardiaca dos animais (ratos e camundongos) com os quais sao
realizadas as experimentagdes. A frequéncia cardiaca desses animais varia entre 300 e 840
batimentos por minuto (BPM). Em ratos a variag@o ¢ de 300 a 500 BPM e, em camundongos de 310
a 840 BPM em condigdes fisiologicas. As fontes de variacdo mais importantes sdo, condi¢des de
saude, luminosidade, sazonalidade, higiene e manejo alimentar (Coatney, 2001; Otto, 2010;National

Research Council (US) Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory
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Animals, 2011; Farraj et al., 2011; Bauer et al., 2011).

2.3.2 Modo Motion (Modo M)

O modo motion utiliza-se de um unico feixe sonoro, em uma unica “linha de visao”,
analisada em fun¢do do tempo, permitindo analise temporal da movimentagao cardiaca. O modo M
utiliza como substrato a imagem bidimensional do coragdo em movimento. A imagem
bidimensional possibilita a orientacdo adequada do feixe sonoro, assegurando angulacdo correta na
aquisicao da imagem. A taxa de amostragem do modo M ¢ elevada, e fornece avaliagdo precisa do
movimento do coracdo, que ¢ mostrada em funcdo do tempo (Roelandt, 2000; Otto, 2010; Boyd et
al., 2015). A partir da imagem em modo M sdo realizadas as mensuracdes de espessura de paredes
e dimensdes da camara ventricular em sistole e didstole, sendo uma das formas de calculo dos
parametros de fun¢do cardiaca (Otto, 2010). A figura 3 mostra um exemplo de Modo M realizado

em camundongo.
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Figura 3. Imagem representativa do modo Motion em camundongo; DVEd dimensao diastolica do
ventriculo esquerdo; DVEs dimensdo sistélica do ventriculo esquerdo; SIV septo interventricular;

PPVE parede posterior do ventriculo esquerdo.

2.3.3 Doppler espectral e Doppler colorido

A ecocardiografia por Doppler espectral ou Doppler colorido, ¢ uma técnica ndo-invasiva de
extrema importancia para quantificacio de fungdo hemodinimica. E fortemente dependente da
experiéncia do operador devido a necessidade de alinhamento adequado do feixe sonoro com o fluxo
sanguineo avaliado. O Doppler utiliza como base o “Doppler Shift”, ou seja, a variagdo da

frequéncia do sinal que sofreu dispersdo retrograda a partir das hemdacias em movimento. A captagdo
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deste sinal permite determinar direcdo e velocidade do fluxo sanguineo, e ainda estimar o gradiente
pressorico. Como exemplo, € possivel a avaliagdo por Doppler da disfun¢ao diastdlica do ventriculo
esquerdo, pela analise do influxo mitral. E dado o nome de espectro Doppler ao aspecto visual
observado na tela do equipamento. Um fluxo sanguineo que se afasta do transdutor ¢ observado
com aspecto negativo ou abaixo da linha de base. O fluxo sanguineo que se aproxima do transdutor,
apresenta aspecto positivo ou acima da linha de base. As caracteristicas do espectro Doppler,
permitem determinar se um determinado fluxo ¢ normal ou patologico. O espectro Doppler de um
fluxo normal ou laminar tem aspecto denominado “envelopado”, com delineamento do fluxo com
seu interior escuro; o espectro Doppler do fluxo com caracteristicas patologicas apresenta aspecto
turbilhonado, branco em seu interior, como observado na figura 4. Alguns vasos podem apresentar

fluxo com caracteristicas turbulentas em condi¢des normais (Quinones et al., 2002; Otto, 2010).

Figura 4. Imagens de espectro Doppler de fluxo laminar (adrtico) e turbulento (artéria uterina)

O Doppler colorido utiliza as mesmas caracteristicas fisicas das ondas sonoras que o espectro
Doppler, mas com uma codificacdo de cores que ¢ de op¢ao pessoal, mas convenciona-se que, 0
fluxo codificado em cor vermelha, representa o que flui na dire¢ao do transdutor e aquele codificado
na cor azul o que flui em dire¢@o oposta ao mesmo em condi¢des normais, ou seja, na presenca de
fluxo laminar. O Doppler colorido apresenta caracteristicas evidentes nos fluxos turbilhonados,
onde ocorre a formacao do chamado “mosaico” com a mistura de varias cores do espectro, variando
do azul e vermelho ao verde e amarelo, demonstrando fluxos em dire¢des e velocidades diversas, o
que sugere a presenca de anormalidade no fluxo sanguineo. O fluxo em “mosaico” ocorre
frequentemente em estenoses ou insuficiéncias valvares ou defeitos estruturais de septo interatrial
ou septo interventricular. Importante também ressaltar que nas bifurcagdes de vasos arteriais de

grande e médio calibre é normal a presenca de turbilhonamento, sem a caracterizacdo de
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anormalidade (Coatney, 2001; Quifiones et al., 2002; Otto, 2010; Boyd et al., 2015). A figura 5

mostra caracteristicas de fluxo laminar e turbilhonado ao doppler colorido.

Arco aortico

Figura 5. Imagem a esquerda de fluxo aodrtico laminar; a direita fluxo aodrtico turbulento

2.3.4 Doppler Tecidual

O Doppler tecidual ¢ uma técnica robusta, sensivel e confidvel na avaliagdo da velocidade
de movimentacao do miocérdio. Diferentemente do Doppler para avalia¢do de fluxo sanguineo, que
detecta sinais de alta frequéncia e baixa amplitude das hemacias em movimento rapido, o Doppler
tecidual detecta sinais de baixa frequéncia e alta amplitude gerados pela movimentacdo do
miocéardio. A técnica permitiu o desenvolvimento de nova abordagem para analise de fungdo
sistolica e diastolica. Ela depende de altas taxas de amostragem, e ¢ angulo-dependente, havendo
grande influéncia da experiéncia do operador, o que pode ser um fator de restricdo. Outro fator
limitante ¢ a influéncia de “tethering”, em que a regido analisada pode mover-se por influéncia de
outra, produzindo resultado inconsistente para o ponto avaliado. As mensuragdes de velocidade
sistolica do miocardio demonstram boa correlagdo com fracdo de ejecdo, sendo util na detecgdo
precoce de disfungdo sistdlica em diversos estados patologicos. O Doppler tecidual tornou-se uma
técnica essencial também, na avaliagdo da fun¢do diastédlica, permitindo a quantificagdo do

relaxamento do ventriculo esquerdo de forma independente da pré-carga (Boyd et al., 2015).

2.3.5 Speckle tracking (ST) e deformacio cardiaca

O passo seguinte da evolucdo da ultrassonografia foi a emergéncia da técnica de avaliagdo
da deformacdo miocardica. O termo deformagdo, do inglés “strain” foi descrito pela primeira vez
para avaliagdo de funcdo cardiaca, por Mirsky and Parmley em 1973 e refere-se a deformacdo

tecidual ocorrida em fun¢do de uma forga aplicada (Mirsky and Parmley, 1973). A necessidade de
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desenvolvimento de técnicas que permitissem diagnostico precoce de disfun¢do miocardica levou a
intensificacdo dos estudos sobre deforma¢do miocardica. A avaliagdo planar a partir das imagens
bidimensionais da ecocardiografia convencional ndo permite categorizar de forma segmentar a
funcdo contratil do coragdo e apresenta limitacdes importantes na deteccdo precoce de disfungdo
miocérdica. O movimento de contracdo cardiaca ¢ complexo e, para seu melhor entendimento ¢

necessario que seja decomposto (Castillo et al., 2010).

2.3.5.1 Estrutura e deformacao do miocardio

A estrutura anatomica do musculo cardiaco ¢ formada por arranjo em espiral da banda
miocérdica, possuindo fibras dispostas em 3 diregdes, longitudinais, circulares e obliquas, de forma
que a combinagdo dos efeitos de contragdo dessas bandas culmine com o movimento de
aproximacao da base ao 4pice a0 mesmo tempo em que ocorre movimento rotacional, por isso a
denominacdo de tor¢do miocérdica para descrever a mecanica da contracdo (Castillo et al., 2010).
Estudos utilizando ressonincia magnética demonstraram a complexidade da contragdo cardiaca,
sugerindo padrao divergente daquele considerado para a sequéncia de ativagdo elétrica conhecida,
septo/apice/paredes ventriculares/base ventricular. Foi entdo estabelecida teoria sugerindo que a
contracdo seguiria uma ativacao base/apice. A estrutura definida de que o miocardio ventricular é
formado por uma unica banda muscular, cujas fibras se estendem da artéria pulmonar a aorta,
configurando um “loop” duplo, formando uma estrutura helicoidal (fig. 6) forneceu subsidios para
a considera¢do de conducdo anisotrdpica da atividade elétrica miocardica, que ocorreria no sentido
longitudinal das miofibrilas. Essa estrutura helicoidal ¢ formada por dois segmentos musculares,

chamados de descendente e ascendente (Torrent-Guasp et al., 2001; Kocica et al., 2006).
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Figura 6. Imagem de peca anatomica da banda miocardica e esquema mostrando sua divisdo em

segmentos (Torrent Guasp, 2001; Torrent-Guasp et al., 2001)

Baseado entdo nas informagdes obtidas pela ressonidncia magnética e com os estudos
morfofuncionais detalhados do miocardio, foi sugerido inicialmente um novo padrdo contratil que
envolveria os seguintes passos, na ordem descrita (Ballester-Rodés et al., 2006):

1. A partir do inicio da ativagdo elétrica ventricular, no inicio da sistole ocorre um movimento
inicial no sentido hordario, da base e do 4pice do coracdo, seguido por um movimento anti-
horario continuo da base, mantendo-se movimento horario continuo do apice. Este evento
ativa o segmento descendente que leva ao deslocamento da base no sentido do apice,
resultando em encurtamento da cavidade ventricular esquerda que, associado ao
espessamento das paredes, culmina com a eje¢do ventricular. O movimento gerado ¢ de
um processo de tor¢ao.

2. A contracdo dos segmentos descendentes provoca configuracio curvilinea dos segmentos
ascendentes, que quando entram em contragao, desfazem a configuragao, permitindo subito
movimento para cima, da base do coragdo, resultando em expansdo, geracao de pressao
negativa e consequentemente enchimento da cavidade ventricular. Esse movimento inverte

o processo de tor¢ao. A figura 7 mostra a representagdo grafica do processo de tor¢ao.
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Figura 7. Representacdo grafica da tor¢do basal e apical em sentidos opostos na sistole (meio) e

diastole (direita) (Coghlan and Hoffman, 2006).

Entretanto, outro trabalho utilizando ressonancia magnética (RM) demonstrou que a rotacao da base
¢ no sentido horario, e o apice apresenta rotagdo em sentido anti-horario (Codreanu et al., 2010).
Codreanu et al., 2010 descrevem a contracdo da seguinte forma:
1. Ao inicio da sistole, todos os segmentos miocardicos do ventriculo esquerdo apresentam
rotagdo no sentido anti-hordario, atingindo pico de velocidade no inicio da fase de ejecao;
a partir do meio da fase de ejecdo, ocorre reversdo para os segmentos basais e mid-
ventriculares, que passam a apresentar movimento no sentido horario, com pico de
velocidade ao fim da fase. A regido apical mantém movimento no sentido anti-horario, até
que ocorra a repolarizagdo ventricular. Esse movimento aproxima a base do apice.
2. A repolarizagdo ventricular ¢ associada a uma mudanga subita na direcdo do movimento
dos segmentos apical e mid-ventriculares. Ao fim do relaxamento isovolumétrico todo o
VE apresenta movimento anti-horario, desfazendo a conformagdo inicial levando ao

movimento que afasta apice e base.

O conjunto desses movimentos, associado ao espessamento das paredes pode ser descrito
como deformag¢do miocéardica. O espessamento parietal apresenta efeito funcional importante para
o mecanismo de eje¢do, sendo sensivel de forma significativa a modifica¢des na perfusdo local e
metabolismo dos midcitos. Além disso, observa-se que a orientacdo das fibras da regido basal ¢
diferente daquela da regido apical, tornando a relacdo de forcas locais geradas consequentemente

distinta. O espessamento parietal portanto, ¢ resultado da somacdo do movimento das laminas de
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fibras musculares, distribuidas nas trés angulagdes descritas, em trés planos:

extensdo/encurtamento, espessamento e deslizamento (Coppola and Omens, 2008).

2.3.5.2 Analise da deformacio miocardica pelo ST

A técnica do speckle tracking (ST) para avaliagdo da deformacdo miocardica ¢ realizado a
partir da imagem ultrassonografica bidimensional, e foi introduzida recentemente, mas os estudos
fundamentais foram iniciados a partir do fim dos anos 90 (Heimdal et al., 1998). A adaptagdo do ST
ao modo bidimensional foi realizado posteriormente (Amundsen et al., 2006). O ST pode ser
definido como rastreamento de marcas actsticas digitais, ou seja, dos pontos que formam a imagem
bidimensional. Essas marcas sdo identificadas, marcadas e rastreadas ao longo do seu movimento
durante o ciclo cardiaco, formando um “loop”, que demonstra suas mudangas instantdneas de
direcdo e velocidade. Essas mudangas sdo representadas por vetores que mostram magnitude e
direcdo (Bauer et al., 2011; Castillo et al., 2012). O deslocamento das marcas acusticas pode ser
analisado em funcdo do tempo, gerando um grafico caracteristico, cujas curvas fornecidas recebem
a designacdo de “Strain Rate” (SR), a taxa de deformacgado (1/s) e “Strain” (S), a deformagao (%),
calculada a partir da integral do SR. O ST ¢ baseado na teoria de deformacao finita de tensores
Lagrangianos e Eulerianos. Estas teorias descrevem o movimento de particulas (deslocamento)
relacionado a estresse mecanico sofrido por uma estrutura ou tecido. As caracteristicas
viscoelasticas conferem ao tecido cardiaco capacidade de deslocamento entre particulas, onde ha
mudanca de forma e tamanho. O tensor Langrangiano mede o objeto a partir de uma configuracdo
morfoldgica inicial até o ponto maximo de deslocamento; o tensor Euleriano refere-se a
configura¢do deformada ou momentanea. A partir dessas teorias descreveu-se o “Strain” como a
mudanga no comprimento de um segmento dividido pelo seu comprimento original como observado

na formula abaixo:
Li—Lg
Lg

S =

onde,
S= strain; L; comprimento induzido; Ly comprimento original
. , ~ . -1 . ~ .
E o “Strain Rate” ¢ a taxa da deformagdo descrita como L;-Lo/Lox s~. Na realizacdo das imagens
ultrassonograficas do coracdo, ocorre captura do movimento tecidual de forma segmentar, em

multiplos planos e eixos durante o ciclo cardiaco como observado na figura 8. E possivel realizar

avaliagdo de deformacao longitudinal, radial e circunferencial do miocardio (Bauer et al., 2011).
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Figura 8. Representacdo dos movimentos passiveis de detec¢do pela analise de deformacgdo

miocérdica pelo ST (Cikes et al., 2010)

A andlise da deformacgdo fornece informagdes detalhadas de disfung¢des globais ou regionais do
ventriculo esquerdo de maneira sensivel e especifica (Bauer et al., 2011; Banks et al., 2011). A
realizacdo do ST independe do angulo de insonagdo, o que torna sua utilizacdo menos dependente
da pericia do examinador, entretanto ha necessidade do entendimento do movimento complexo que
¢ a contragdo, para adquirir informagdes clinicamente relevantes. Importante destacar que a taxa de
amostragem para a realizagdo desta técnica deve ser acima de 200 quadros por segundo (Castillo et

al., 2010; Castillo et al., 2012).

2.4 Modelos de sobrecarga de pressao

A alta prevaléncia de doenca hipertensiva determinou o desenvolvimento de modelos de
hipertensao arterial sistémica para elucidagao de seus mecanismos. Atualmente a ciéncia dispde de
varios modelos: genético (ratos espontaneamente hipertensos), animais transgénicos (TGR
(mREN2)27), ratos sensiveis ao sal (Dahl), hipertensdo renovascular (Goldblatt), reducdo de
parénquima renal, hipertensdo endécrina (DOCA), ambiental e neurogénica (estresse), induzida por
dieta (sal, lipideos ou agticar), infusdo de angiotensina II, outras abordagens farmacologicas (3-

adrenérgicos), redugdo cronica de 6xido nitrico (Dornas and Silva, 2011) e modelos cirurgicos de
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sobrecarga de pressdo como a constri¢ao adrtica (Barrick et al., 2007).

Os modelos cirurgicos de sobrecarga pressorica sao amplamente utilizados em pesquisa para
avaliacdo do processo de hipertrofia cardiaca. Existem atualmente 5 modelos relacionados a técnica:
coarctagdo da aorta transversa, com alta taxa de sobrevivéncia e permitindo o estudo da hipertrofia
ventricular; constrigdo da aorta ascendente, que simula a estenose adrtica; constricdo da aorta
abdominal, de processo fisiopatoldgico mais lento, induzindo processo de insuficiéncia cardiaca; a
constri¢cdo da artéria pulmonar, que leva a insuficiéncia ventricular esquerda e direita; e a constri¢do
transversal da aorta associada a ligadura da corondria distal anterior esquerda, na associa¢do de
hipertrofia com desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (Tarnavski et al., 2004; Rai et al., 2017).

A constri¢do ou coarctagdo da aorta toracica (CAT) € provavelmente o modelo de sobrecarga
pressorica mais utilizado em camundongos, e foi descrito pela primeira vez por Rockman e
colaboradores (Rockman et al., 1991). A ligadura ¢ realizada entre as artérias inominada e cardtida
esquerda como observado na figura 10. Esta técnica causa sobrecarga cronica de pressdo no
ventriculo esquerdo, hipertrofia ventricular progressiva culminando com desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca, simulando a resposta cardiovascular a hipertensdo arterial do ser humano
(Barrick et al., 2007; deAlmeida et al., 2010; Cumbermack et al., 2011). Uma das grandes vantagens
da técnica ¢ a possibilidade de quantificacdo do gradiente de pressdo gerado pela coarctacio e
estratificacdo do grau de hipertrofia. A técnica requer grande habilidade cirtrgica e ¢ considerada
excelente modelo para intervengdes farmacologicas e moleculares potencialmente atenuadoras de
hipertrofia. E importante citar que hé variabilidade entre linhagens diferentes de camundongos, em
relacdo aos efeitos produzidos (Patten and Hall-Porter, 2009). Barrick et al (2007) descrevem as
diferengas observadas em camundongos C57BL/6J e camundongos 129S1/SvimJ, verificando que
5 semanas apds a realizagdo da CAT, os camundongos C57BL/6J desenvolveram dilatagdo
ventricular esquerda com caracteristicas de hipertrofia excéntrica e reducdo da funcao sistolica, ao
passo que os animais 129S1/SvimJ desenvolvem hipertrofia concéntrica com redugao significativa
da camara ventricular esquerda, com aumento dos valores de fungdo sistolica avaliados pelo
ecocardiograma.

A hipertrofia concéntrica causada pela CAT pode levar a dilatagdo da cdmara ventricular
associada com insuficiéncia sistdlica, embora a evolu¢do do processo inicial para a insuficiéncia
seja motivo de discussdo, com caracterizagdo ainda deficiente. Essa caracteristica demonstra a
importancia na diferenciacdo das vias responsaveis pela evolugcdo do estdgio de crescimento
hipertréfico compensado para o estagio de dilatagdo e descompensacdo do remodelamento grave

(Kehat and Molkentin, 2010; Dias-Peixoto et al., 2008).
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Uma via de sinalizacdo frequentemente relacionada a remodelamento hipertrofico
conceéntrico, ¢ a induzida pela ativagdo da ERK1/2, que ¢ deflagrada pela ativacdo na membrana de
uma proteina G denominada Ras, que recruta a MAP3K Rafl levando a fosforilagdo de ERK1/2.
Essa via tem sido descrita em processo compensado de remodelamento. A via Calcineurina/NFAT
por sua vez tem sido descrita em processos de remodelamento ventricular de caracteristicas
patologicas, sendo considerada via importante que determina aspectos de cardiomiopatia. O
aumento da calcineurina tem relacdo com aumentos sustentados do calcio intracelular. Essa via
relaciona-se de forma importante a aumento de deposicao de colageno no miocéardio. Além disso,
relata-se que em modelos de sobrecarga pressorica em camundongos, a via Ca++/Calmodulina
quinase do tipo II tem sua atividade aumentada de forma significativa, com desenvolvimento
subsequente, de forma intensa, de crescimento de cardiomidcitos, dilatagdo cardiaca, fibrose e
reducdo da fun¢do (Kehat and Molkentin, 2010).

A maioria dos estudos relacionados ao efeito cardioprotetor da Ang-(1-7)/Mas no coragao foi
feita utilizando infarto do miocérdio e tratamento com agonistas B-adrenérgicos. Nao existem
informagdes na literatura sobre o papel do eixo cardioprotetor na cardiomiopatia induzida por
sobrecarga pressorica. Considerando a diversidade de caracteristicas morfofuncionais nos diferentes
modelos, o objetivo desse estudo foi avaliar o papel do receptor Mas no remodelamento miocardico
induzido por coarctagdo de aorta toracica. Utilizamos para tal, camundongos com dele¢cdo genética

do receptor Mas.

3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral:
Avaliacdo dos efeitos da coarctagdo adrtica sobre parametros ecodopplercardiograficos

convencionais e de speckle tracking relacionados ao remodelamento cardiaco de camundongos

MAS-KO.

3.2 Objetivos especificos:

e Avaliagdo da func¢do cardiaca em camundongos FVB/N Mas-KO utilizando sistema de
ultrassonografia de alta resolugdo: avaliacdo da funcao sistdlica e diastolica utilizando
parametros convencionais e da técnica de speckle tracking (Strain); avaliagdo da fung¢do
diastdlica pelos métodos convencionais e da técnica do Doppler Tecidual em

camundongos submetidos a coarctacdo aortica
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e C(Caracterizacdo da funcdo cardiaca de camundongos FVB/N Mas-KO, comparados com
seus congéneres normais.

e Avaliagdo pelo speckle tracking de velocidade, deslocamento, deformagdo e taxa de
deformagdo miocardica; verificagdo da sensibilidade do ST em detectar alteragdes
funcionais precocemente, em condi¢des normais e nos camundongos FVB/N Mas-KO
submetidos a coarctacdo da aorta toracica.

e Quantificar a expressdo génica para coldgeno III, TGFB, MHCB, BNP ¢ ANP em

camundongos submetidos a coarctacdo adrtica.

4. Material e Métodos
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos FVB/N wild type e FVBN Mas-KO machos pesando entre 20
e 30 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos em biotério
apropriado, com ra¢io e agua ad libitum. A experimentagdo foi aprovada pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da UFMG sob o Protocolo n. 59/2016.

4.2 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em 4 grupos: grupo FVBN SHAM; grupo FVBN Coarctado;
grupo FVBN Mas-KO SHAM; e grupo FVBN Mas-KO coarctado. Os animais foram submetidos a
avaliacdo ecoDopplercardiografica no tempo 0 — 7 dias antes do procedimento cirirgico; no tempo

1 — 7 dias ap0s o procedimento cirdrgico; € no tempo 2 - 30 dias ap6s o procedimento cirargico.

4.3 Coartacao Toracica da Aorta

Os animais foram submetidos a cirurgia de coarctacdo da aorta tordcica. A coarctagdo
transversal da aorta tordcica em camundongos causa sobrecarga de pressdo cronica no ventriculo
esquerdo, remodelamento ventricular progressivo, culminando com insuficiéncia cardiaca. E
considerado um modelo experimental que simula as respostas cardiovasculares humanas a
hipertensao sistémica (Barrick et al., 2007).

Os animais foram anestesiados com aplicacdo intraperitoneal da associacdo de xilazina (10
mg/kg) e quetamina (100 mg/kg), e posicionados em decubito lateral direito, como demonstrado na

figura 9, em uma placa aquecida para controle da temperatura corporal. Os animais foram intubados
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e mantidos no ventilador a uma taxa de 120 respiracdes por minuto (Martin et al., 2012). Uma
incisdo na pele, no primeiro espago intercostal do lado esquerdo, proximo a regido axilar, foi
realizada para acesso ao foco cirurgico. A aorta transversa foi ligada utilizando um mandril de
tamanho 25,5 x 6 mm com fio de sutura algoddo 4.0. O objetivo foi criar uma reducdo de
aproximadamente 40% do limen da aorta transversa. A incisdo da pele foi fechada com fio de sutura

6.0.

Figura 9. Posicionamento do camundongo e local da incisdo (segundo espago intercostal) para

realizacdo da coarctagdo toracica da aorta (Tarnavski et al., 2004).

A figura 10 mostra a localizagdo da coarctagdo entre as artérias inominada e carotida

esquerda.

Figura 10. Localizagdo da coarctagdo na aorta toracica (Hu et al., 2003).
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4.4 EcoDopplercardiografia

Morfologia e fun¢do cardiaca dos animais foram avaliadas in vivo de forma ndo invasiva,
utilizando um sistema de ecocardiografia transtoracica de alta resolucao equipado com transdutores
bifrequenciais de 24 a 30 MHz e de 32 a 40 MHz (VEVO 2100 VisualSonics, Toronto, Canadé —
Figura 11) em trés diferentes momentos: 7 dias antes, 7 dias ap6és e 30 dias apds intervengao

cirurgica.

l\llllll

/

Vev02100

32e 40 MHz

24 e 30 MHz

Figura 11. Equipamento de ecocardiografia de alta resolugdo VisualSonics VEVO 2100 e

transdutores utilizados na experimentagao.

Apo6s indugdo anestésica com isoflurano na concentragdo de 5% por um minuto, os
camundongos foram posicionados em decubito dorsal sobre uma placa aquecida, equipada com
eletrodos para registro de eletrocardiograma que permite monitoramento constante da frequéncia
cardiaca, e manuten¢do da temperatura corporal em 37°C. A manutengdo anestésica foi realizada
com uma concentracdo de isoflurano entre 1 e 1,25% utilizando cone nasal. Procedeu-se entdo a
tricotomia da regido ventral do térax com creme depilatorio para permitir acesso ultrassonografico.
Para o exame foi utilizado gel especifico para ultrassonografia. Imagens de alta resolucdo foram
obtidas a partir das janelas ultrassonograficas paraesternal direita e esquerda, eixos curto e longo,
além da visdo apical. Imagens padrao do coragdo no modo bidimensional (Modo B) e imagens do

influxo na valva mitral pelo Doppler também foram registradas. As dimensdes da cdmara ventricular
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esquerda (VE) bem como a espessura de suas paredes foram medidas no nivel dos musculos
papilares utilizando o Modo M nos eixos curto e longo, em acesso paraesternal direito, ao final da
sistole e da diastole, permitindo as seguintes mensuragdes: dimensdes internas do VE (DVEd e
DVEs); espessura da parede posterior do VE (EPPd e EPPs) e espessura do septo interventricular
(SIVd e SIVs). Baseado nestes parametros, os volumes diastélico e sistdlico finais (VDF e VSF),
fracdo de encurtamento (FE), fragao de ejecdo (FEj), volume sistolico (VS) e débito cardiaco (DC)
foram calculados de forma automatica pelo software do equipamento. Foram também avaliados com
a utiliza¢ao do Doppler colorido e Doppler pulsatil o fluxo na valva aértica e o fluxo no ponto onde
foi realizada a coarctacdo para determinagdo do gradiente pressorico.

“Loops” de dois cortes bidimensionais, um do eixo longo e outro do eixo curto do VE,
capturados em taxa de amostragem de 230 quadros por segundo, com profundidade de 11 mm,
foram gravadas digitalmente para andlise off-line, pelo software Vevostrain (versdo 1.4.0). O
registro dessas imagens foi realizada de forma que fosse obtido o melhor delineamento do
endocardio e do epicardio. Tanto para o eixo longo como para o eixo curto, o software Vevostrain
produz automaticamente divisdo em seis segmentos anatdmicos de cada corte, para avaliacdo
regional pelo ST. Apods a aquisicdo das imagens, utiliza-se o software de determina¢do e marcagao
das bordas endocardicas e epicardicas, totalizando entre 8 e 12 pontos. Anélise de velocidade,
deslocamento, deformacao e taxa de deformac¢do do miocérdio foi realizada.

Todas as medidas e calculos ecodopplercardiograficos foram feitos de acordo com as
diretrizes da Sociedade Americana de Ecocardiografia (Quifiones et al., 2002; Mor-Avi et al., 2011).

Todas as férmulas utilizadas para os calculos ecocardiograficos estdo agrupadas no item Anexos.

4.5 Avaliacio da expressdo génica
Ap0s o experimento os animais foram eutanasiados por decapitagdo. Fragmentos da parede
posterior, septo e parede livre do ventriculo esquerdo foram coletados, separados, armazenados em

nitrogénio liquido e posteriormente em temperatura -80 até a extracdo do RNA

4.5.1 Extracdo do RNA total

A extracdo de RNA total dos ventriculos dos camundongos foi realizada através da
homogeneizagdo desses 6rgdos em presenca de TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA) na propor¢ao de 1 ml para cada 50 - 100 mg de tecido, conforme especificagdao
do fabricante. As amostras foram homogeneizadas utilizando-se um homogeneizador automatico e

kit CK28 (Precellys, Bertin Instruments - Franca).
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4.5.2 Tratamento do RNA total com DNAse

A leitura da concentracdo e pureza do RNA foi obtida no aparelho Nanodrop 2000. A razao
260/280 das amostras foi igual ou superior a 1.8. As amostras do RNA total foram tratadas com
DNAse I Amplification Grade (AMP-D1Sigma) para eliminar a possibilidade de contaminag¢do com
DNA genomico.

4.5.3 Transcri¢io reversa e PCR em tempo real

Para a reagdo de transcriptase reversa (RT-PCR) foi utilizada enzima MMLYV (Invitrogen,
Carlsbad, Califérnia, EUA) seguindo as especificagdes do fabricante. O PCR quantitativo (QPCR)
foi realizado no aparelho ViiA7 (Applied Biosystems, Foster City, California, EUA), com SYBR
Green Quantitect (Qiagen, Hilden, Alemanha) em triplicatas e com volume final de Sul. Para todos
os genes avaliados foi realizada a curva de dissocia¢dao ("melting curve"). Os resultados obtidos
demonstraram apenas um pico na curva de dissociacdo (Anexos).

O método para analise do qPCR foi realizado através do delta ct (Pffal, 2004) por meio do
software (Quantstudio Real Time v1.3 Applied Biosystems, Foster City, California, EUA). As

sequéncias dos oligos utilizados foram verificadas no Blast e estdo listadas na tabela 1.
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Tabela 1. Lista e sequéncia dos primers utilizados para a qPCR.

Gene Sequence
GAPDH_FW ACCCAGAAGACTGTGGATGG
GAPDH_RV ACACATTGGGGGTAGGAACA
BNP_FW CACCGCTGGGAGGTCACT
BNP_RV GTGAGGCCTTGGTCCTTCAAGGTCACT
ANP _FW TTCTTCCTCGTCTTGGCCTTT
ANP RV GACCTCATCTTCTACCGGCATCT
Col3_FW GGTGGTTTTCAGTTCAGCTATGG
Col3_RV CTGGAAAGAAGTCTGAGGAATGC
AGTTTGTCAAGGCCAAGATCGT
TGFB_FW
TGFp_RV GTCTTGCCATTCTCCGTCTCA
MHCB_FW AGTTTGTCAAGGCCAAGATCGT
MHCB_RV GTCTTGCCATTCTCCGTCTCA

S. Analise de dados

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prisma versdo 6.0c. Foi
utilizado teste T ndo pareado para analise comparativa da fungdo cardiaca entre FVBN WT e FVBN
Mas-KO. Para andlise entre grupos apos CAT foi utilizado Two Way ANOVA (pds teste de

Bonferroni para multiplas comparagdes). Os dados foram expressos como média + EPM.

6. Resultados
6.1 Ecocardiografia convencional WT X MAS-KO (controle)

A primeira abordagem realizada foi a comparacdo da funcdo cardiaca, utilizando
ecocardiografia convencional, entre animais FVBN Mas-KO (n=32) e seus respectivos controles,
animais FVBN WT (n=31). A figura 12 mostra as caracteristicas, ao Modo M, da camara
ventricular esquerda, de ambos os camundongos. E possivel observar que em frequéncia cardiaca
similar, a dindmica de movimentagdo do ventriculo esquerdo no Mas-KO ¢ reduzida, com aumento

visual da camara ventricular em diastole e em sistole.
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Figura 12. Caracteristicas da cdmara ventricular esquerda de camundongos FVBN WT e Mas-KO,
demonstradas pelo Modo M. (DVEd: dimensdo diastolica do ventriculo esquerdo; DVEs: dimensao

sistélica do ventriculo esquerdo).

Observamos nos animais Mas-KO redug¢do importante dos valores dos parametros de funcao
sistolica como observado nos graficos abaixo. Os quatro parametros representados no (Grafico 1)
fracdo de ejecdo, fragdo de encurtamento, débito cardiaco e volume sistolico, apresentaram redugao

estatisticamente significativa em relagdo aos animais WT.
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Grafico 1. Valores de fragdo de ejecdo (FEj.), fragdo de encurtamento (FE), débito cardiaco (DC),
e volume sistolico (VS) de animais FVBN WT (n=31) e Mas-KO (n=32) (**** p< 0,0001; teste T

ndo pareado).

A redugdo dos valores dos parametros de fun¢ao sistolica ¢ corroborada pelas caracteristicas
morfolégicas da cdmara ventricular esquerda, como pode ser observado nos animais Mas-KO,
demonstrando aumento do volume sistélico final (VSF) e aumento da dimensao sistolica da cAmara

ventricular esquerda (Grafico 2).
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Gréfico 2. Volume ventricular e dimensdes da cadmara ventricular esquerda em sistole e diastole, em
animais FVBN WT (n=31) e Mas-KO (n=32); VDF volume diastdlico final; VSF volume sistolico
final; DVEd: dimensao diastdlica do VE; DVEs dimensao sistolica do VE (**** p<0,0001, teste T

ndo pareado).

A disfungao sistolica dos camundongos Mas-KO ¢ também caracterizada pelo espessamento

sistolico deficiente das paredes livre e septo interventricular (Grafico 3)
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Grafico 3. Espessura da parede posterior (EPP) e do septo interventricular (SIV) do VE em sistole
e diastole, em animais FVBN WT (n=31) e Mas-KO (n=32) (**** p< 0,0001 e *p< 0,05, teste T

ndo pareado).
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A massa ventricular (padrdo e corrigida) ¢ reduzida no camundongo Mas-KO. Nao houve diferenga
estatistica no valor da espessura relativa da parede entre os animais. Observa-se também aumento
da FC nos animais Mas-KO (Grafico 4). A espessura relativa da parede demonstrou tendéncia a

reducdo no Mas-KO, compativel com a reducdo de massa indicada.
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Grafico 4. Massa do VE, massa corrigida do VE, frequéncia cardiaca (FC) e espessura relativa da
parede (ERP), em animais FVBN WT (n=31) e Mas-KO (n=32) (*** p< 0,001 e **p< 0,01, teste T

ndo pareado).

Tempo de ejecdo aortico, as ondas E e A do enchimento ventricular esquerdo e sua relagao
(E/A), tempo de contragdo isovolumétrico e indice de performance do miocardio ndo apresentaram
diferenca entre os grupos. O tempo de relaxamento isovolumétrico apresentou aumento

significativamente estatistico nos camundongos Mas-KO em relacdo aos FVBN WT. (Gréficos 5 e
6)
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Grafico 5. Tempo de ejecdo (TE), tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), Ondas E e A do
enchimento ventricular esquerdo em camundongos FVBN WT (n=31) e Mas-KO (n=32) (Teste T
ndo pareado, p<0,05).
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Grafico 6. Relacdo E/A, pico de velocidade do fluxo adrtica, tempo de contragdo isovolumétrico
TCIV) e indice de performance do miocardio (IPM) em camundongos FVBN WT (n=31) e Mas-
KO (n=32) (Teste T ndo pareado, p<0,05).

O sumério destes resultados pode ser observado na tabela 2.



Tabela 2. Pardmetros morfofuncionais ecocardiograficos do ventriculo esquerdo e frequéncia cardiaca de

camundongos FVBN WT e Mas-KO (Valores média + erro padrio; teste T ndo pareado p<0,05).

FVBN WT (n=31) FVBN Mas-KO (n=32)

FEj. (%) 70.57 £ 4,12 49,00 + 5,94
FE (%) 39,44 + 3,26 24,36 + 3,53
DC (ul/min) 18,01 + 3,63 14,03 +2,35""
VS (ul) 42,33 £ 6,85 30,11 +£4,54™"
VDF (ul) 60,54 + 11,30 61,95 +9,86
VSF (ul) 18,17 £ 5,08 31,78 £ 7,487
DVEd (mm) 3,79 £ 0,32 3,82+0,29
DVEs (mm) 2,31+0,29 2,90 £0,26™"
EPPd (mm) 0,73 £0,09 0,68 = 0,09
EPPs (mm) 1,09+ 0,11 0,78 £ 0,09
SIVd (mm) 0,67 +0,08 0,62 +0,07
SIVs (mm) 1,00 £ 0,09 0,71 £0,10™"
Massa VE (mg) 95,94 + 10,09 84,38 + 18,46
Massa VE (Corr) (mm) 76,78 + 8,11 69,96 +9,11™
FC (bpm) 425,3 £42,48 467,4 +43,85™
TE (ms) 52,26 £2,70 51,15+2,38
TRIV (ms) 8,52+0,78 8,95+0,83"
TCIV (ms) 8,60 + 0,89 8,80 £0,78
Onda E (mm/seg) 665,1 £ 94,37 679,5+109,6
Onda A (mm/seg) 382,1 £98,37 401,5+92,72
E/A 1,79 £ 0,51 1,75+0,39
Fluxo Adrtico (mm/seg) 897,8 + 144,1 909,7 + 99,89
IPM 0,335+ 0,07 0,348 + 0,03
E/TRIV 78,50 + 12,63 76,70 £ 15,01
ERP 0,40+ 0,11 0,33 £ 0,06

FE;j. Fragdo de ejecdo; FE fragdo de encurtamento; DC débito cardiaco; VS volume sistolico; VDF volume diastolico final;, VSF
volume sistdlico final; DVEd e DVEs dimensdo do ventriculo esquerdo em diastole e sistole; EPPd e EPPs espessura da parede
posterior do ventriculo esquerdo em diastole e sistole; SIVd e SIVs espessura do septo interventricular na didstole e na sistole; FC
frequéncia cardiaca; TE tempo de ejecdo adrtico; TRIV tempo de relaxamento isovolumétrico; TCIV tempo de contragdo
isovolumétrico; Onda E do influxo mitral; Onda A do influxo mitral; E/A razéo onda E/Onda A; IPM indice de performance do

miocardio; E/TRIV relagdo onda E/tempo de relaxamento isovolumétrico; ERP espessura relativa da parede
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6.2 Ecocardiografia por Speckle Tracking WT X MAS-KO (controle)

Foi avaliada de forma concomitante e comparativa entre WT e Mas-KO, a deformagao
miocérdica no tempo 0, utilizando o software VEVOSTRAIN (Versao 1.4.0). As tabelas 3 e 4
mostram valores de deformagdo (strain) endocardico e epicardico respectivamente, contemplando
os quatro parametros, velocidade, deslocamento, strain e strain rate, avaliados tanto no eixo longo
quanto no eixo curto cardiaco.

Os valores observados nas tabelas 3 e 4 mostram que o camundongo Mas-KO na deformagao
endocardica do eixo longo cardiaco apresenta redugdo do tempo para o pico do deslocamento radial,
acompanhado de aumento da deformacao (strain) radial e da taxa de deformagao (strain rate) radial
do eixo curto, em relagdo ao FVBN WT. E em relagdo a deformacao epicéardica observa-se no Mas-
KO redug¢ado no tempo para o pico do deslocamento longitudinal, acompanhado de aumento da taxa
de deformagdo e reducdo do tempo para o pico da taxa de deformacgdo longitudinal. Além disso
observa-se reducdo no tempo para o pico da velocidade circunferencial epicardica no eixo curto.

Strain radial endocardico e epicardico no eixo curto apresentam os mesmos valores, tendo
sido analisado estatisticamente o endocardico. Logo espera-se que a variagdo da andlise seja a

mesma.
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Tabela 3. Valores globais de deformacdo miocardica endocéardica dos eixos longo e curto do coracdo, em

camundongos FVBN WT e Mas-KO no tempo 0. (*p<0,05 e ** p<0,01, teste T ndo pareado)

Eixo Longo Radial
Longitudinal
Eixo Curto Radial
Circunferencial

Velocidade

Deslocamento

Strain

Strain Rate

Velocidade

Deslocamento

Strain

Strain Rate

Velocidade

Deslocamento

Strain

Strain Rate

Rate

Deslocamento

Strain

Strain Rate

cm/seg
TPk ms
mm

TPk ms
Pk%
TPk ms
Pk 1/s
TPk ms
cm/s
TPk ms
mm
TPk ms
Pk%
TPk ms
Pk 1/s
TPk ms

cm/s
TPk ms
mm
TPk ms
Pk%
TPk ms
Pk 1/s
TPk ms
Deg/s
TPk ms
Pk Deg
TPk ms
Pk%
TPk ms
Pk 1/s
TPk ms

WT (n=31)
X + EPM
1,26 0,17

26,97 + 7,35

0,4580 + 0,060

58,70 + 4,91
28,70 = 7,12
59,97 £8,99
7,74 £ 1,19
33,23 £ 14,19

0,9503 £0,1710

34,12+ 9,89
0,2615 £ 0,08
63,67 + 11,28
-17,94 £ 3,13
59,90 £9,53
-7,58 £ 1,33
40,23 + 13,91

126 £0,16
23,97+ 434
0,4619 + 0,07
59,53 + 4,78
24,53 £5,29
57,80 £ 6,31
6,92 + 1,23
32,43 £ 15,03
191,3 + 48 4
68,70 + 31,32
2,82+ 1,56
48,40 + 17,42
23,38+ 3,83
5903 + 4,52
823+ 1,19
32,67 +7,73

TPk — time to peak; ms — milissegundos; Deg — graus; cm — centimetros
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Mas-KO (n=32)

X + EPM
1,24 £ 0,17
28,01 £ 39,76

0,4444 + 0,0644

56,13 + 4,56
27,90 + 6,57
59,06 = 7,51
7,53 £0,93
32,34+ 11,92

1,0740 £ 0,2545

41,50 £ 16,98
0,2724 £ 0,11
58,25 + 13,19
-18,29 £ 3,96
58,13 £ 8,25
-7,45+ 1,33
37,50 £ 12,32

1,23+0,13
24,81 + 3,91
0,4518 £ 0,06
59,06 + 4,01
28,53 £ 6,45
56,59 £6,58
791+1,39"
32,56 + 12,58
198,9 + 65,43
61,47 + 30,13
2,99 + 1,65
51,41+ 19,80
22,79 + 3,46
57,97 + 4,03
8,06+ 1,38
32,19+ 7,95

0,6311
0,7415
0,3923

0,0363
0,6492
0,6681
0,4438
0,7897
0,0865
0,0587
0,6595
0,0884
0,6976
0,4353
0,7176
0,4153

0,4631
0,4227
0,5383
0,6752

0,009
0,4645
0,0045
0,9708
0,6076
0,3572
0,6777
0,5291
0,5300
0,2490
0,6089
0,8109



Tabela 4. Valores globais de deformag¢do miocardica epicardica dos eixos longo e curto do coragdo, em

camundongos FVBN WT e Mas-KO no tempo 0 (*p<0,05 e ** p<0,01, teste T ndo pareado).

Eixo Longo Radial
Longitudinal
Eixo Curto Radial
Circunferencial

Velocidade

Deslocamento

Strain

Strain Rate

Velocidade

Deslocamento

Strain

Strain Rate

Velocidade

Deslocamento

Strain

Strain Rate

Rate

Deslocamento

Strain

Strain Rate

cm/seg
TPk ms
mm

TPk ms
Pk%
TPk ms
Pk 1/s
TPk ms
cm/s
TPk ms
mm
TPk ms
Pk%
TPk ms
Pk 1/s
TPk ms

cm/s
TPk ms
mm
TPk ms
Pk%
TPk ms
Pk 1/s
TPk ms
Deg/s
TPk ms
Pk Deg
TPk ms
Pk%
TPk ms
Pk 1/s
TPk ms

WT (n=31)
X + EPM
0,8604 £ 0,13
34,30 + 12,26
0,2870 + 0,05

58,13+ 5,24
28,70 = 7,12
59,97 £8,99
7,74 £ 1,19
33,23 £ 14,19
0,7714 £ 0,1528
51,07 £ 18,43
0,1830+ 0,07
72,70 = 17,52
-10,95 +2,18
56,97 +7,79
-4,65 + 0,73
49,23 + 19,97

0,7483 £ 0,1327
26,07 + 6,55
0,2522 40,05
62,93 £5,12

24,53 +5,29
57,80 + 6,31
6,92 +1,23
32,434+15,03
112,2 +£27,32
82,07 + 27,64

1,43 +091
53,00 = 20,96
-8,89 + 1,49
66,83 £9,11
-3,61 £ 0,55
40,87 + 16,23

TPk — time to peak; ms — milissegundos; Deg — graus; cm — centimetros

Mas-KO (n=32)

X+ EPM
0,8635+0,14
3591+ 13,44
0,2741 = 0,05

55,91 + 4,91
27,90 + 6,57
59,06 + 7,51

7,53 +£0,93
32,34+ 11,92

0,8514 + 03148
47,73 + 17,99
0,1991 £ 0,09

62,97 + 12,82
211,95+ 2,59
56,47 + 4,47
-5,16 + 1,18

39,53 +13,89"

0,7365 + 0,08
25,31+ 7,55
0,2436 + 0,04
62,00 + 5,27
28,53 + 6,45
56,59 + 6,58
7,91+ 1,39
32,56 + 12,58
1183 + 46,16
66,09 + 26,49
1,39+ 0,91
52,00 + 23,33
8,84+ 1,73
64,13 + 7,10
3,79 + 0,63
39,53 £ 12,32

0,9298
0,6254
0,3224

0,0892
0,6492
0,6681
0,4438
0,7897
0,2129
0,4882
0,4423
0.0149
0,1049
0,7568
0,0447
0,0293

0,6788
0,6769
0,4538
0,4827
0,009
0,4645
0,0045
0,9708
0,5309
0,0236
0,8622
0,8600
0,9060
0,1952
0,2174
0,7154

As diferencas nos parametros relatados nas tabelas 3 e 4 podem ser observadas nos graficos

7,8¢9.
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Grafico 7. Deslocamento radial endocardico e longitudinal epicardico globais, e tempo para o

pico, de camundongos FVBN WT (n=31) e Mas-KO (n=32) no tempo controle (* p<0,05, teste

T ndo pareado)
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Grafico 8. Strain e Strain Rate radial endocérdicos globais, e tempo para o pico (TPK), de

camundongos FVBN WT (n=31) e Mas-KO (n=32) no tempo controle (**p<0,01, teste T ndo

pareado).
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Grafico 9. Strain Rate longitudinal e tempo para o pico; e velocidade circunferencial e tempo
para o pico (TPK) epicardicos globais, de camundongos FVBN WT (n=31) e Mas-KO (n=32) no

tempo controle (*p<0,05, teste T ndo pareado)

6.3 Ecocardiografia convencional WT X MAS-KO (Coarcta¢ao — 30 dias)

A abordagem seguinte foi a comparagdo, pela ecocardiografia convencional, entre os
animais FVBN WT e FVBN MAS-KO antes e 30 dias ap6s a coarctacdo (Grupo FVBN WT SHAM
n=9; grupo FVBN WT CAT n=9; grupo Mas-KO SHAM n=13; grupo Mas-KO CAT n=13). A
figura 13 mostra a localizagdo da coarctac¢do na aorta transversa e sua comparagdo com camundongo

SHAM. A coarctacdo realizada produz uma reduc¢do da area da aorta toracica em torno de 40%.

Figura 13. Aorta normal (esquerda) demonstrando limen livre e coarctada (direita) demonstrando

redugdo em seu didmetro.
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O fluxo na aorta transversa apresenta aspecto laminar (Figura 14), com padrdo caracteristico de
aceleragdo rapida e desaceleragdo gradual. A realiza¢cdo da coarctagdo modifica de forma importante
o perfil do espectro Doppler no local de estreitamento, como pode ser observado na figura 15,
gerando um aumento expressivo do gradiente pressorico. Fluxo turbulento caracteriza o espectro
Doppler na regido onde ¢ realizada a coarctagdo. O espectro Doppler, tanto em camundongos WT

como Mas-KO permanece similar tanto em condi¢do de normalidade como apos a coarctacao.

| L L L A AL IR B L |

o ®
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[
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[

Figura 14. Espectro Doppler normal do fluxo na aorta transversa em camundongo WT SHAM.
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Figura 15. Espectro Doppler do fluxo da aorta transversa coarctada, mostrando fluxo turbulento

e de alta velocidade em camundongo WT.

Como pode ser observado no grafico 10, houve adaptacao funcional observada pela ecocardiografia
convencional, em resposta a coarctagdo, apenas no camundongo Mas-KO, demonstrada pelo

aumento de Fej., FE e VS.
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Grafico 10. Fracao de ejecao (FEj.), fragdo de encurtamento (FE), débito cardiaco (DC) e

volume sistdlico (VS) em camundongos WT e Mas-KO submetidos a coarctacio adrtica (****
p<0,0001; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05, Two Way ANOVA — pos teste de Bonferroni).
(WT Pré n=31, SHAM n=9, CAT n=9; Mas-KO Pré n=32, SHAM n=13, CAT n=13)

O grafico 11 demonstra essa adaptagdo, caracterizada pela reducdo do volume sistolico final

e da dimensao sistolica da camara ventricular esquerda.
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Grafico 11. Volumes ¢ dimensodes sistolicos e diastolicos finais, da camara ventricular

esquerda, em camundongos WT e Mas-KO submetidos a coarctagdo adrtica (**** p<0,01;
*H% p<0,01; * p<0,05, Two Way ANOVA- pos teste de Bonferroni). (WT Pré n=31, SHAM
n=9, CAT n=9; Mas-KO Pré n=32, SHAM n=13, CAT n=13)

O mesmo processo adaptativo pode ser observado pelo aumento do espessamento da parede

posterior e do septo interventricular no camundongo Mas-KO (Grafico 12).
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Espessura de parede posterior em sistole (EPPs) e didstole (EPPd) e septo

interventricular em sistole (SIVs) e diastole (SIVd) em camundongos WT e Mas-KO

submetidos a coarctagdo adrtica (**** p<0,0001; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05, Two
Way ANOVA- pos teste de Bonferroni) (WT Pré n=31, SHAM n=9, CAT n=9; Mas-KO Pré
n=32, SHAM n=13, CAT n=13).

Tanto camundongos WT quanto Mas-KO, apresentaram aumento de massa ventricular

mensurada pela ecocardiografia, ao fim dos 30 dias do coarctagdo, como pode ser observado no

grafico 13. No mesmo grafico ¢ possivel observar o aumento significativo do gradiente pressorico

no ponto de coarctacdo na aorta. A FC apresentou aumento no WT SHAM, mas foi acompanhado

de aumento do débito cardiaco. No Mas-KO ndo houve alteragdo de FC. O aumento da massa

demonstra também o processo adaptativo ocorrido pela inducdo da sobrecarga de pressdo. O

aumento do gradiente pressorico pode ser considerado como o fator determinante para deflagrar

essa adaptacdo morfofuncional.
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Grafico 13. Valores de massa ventricular esquerda padrao (Massa VE) e corrigida (Massa VE
Corrigida), gradiente pressorico na aorta transversa (AAGP) e frequéncia cardiaca (FC) de
camundongos WT e Mas-KO submetidos a coarctagdo adrtica (**** p<0,0001; *** p<0,001;
** p<0,01, Two Way ANOVA- po6s teste de Bonferroni). (WT Pré n=31, SHAM n=9, CAT
n=9; Mas-KO Pré¢ n=32, SHAM n=13, CAT n=13).

No gréfico 14 observamos aumento significativo da espessura relativa da parede no MAS-KO.
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ERP - Espessura Relativa da Parede
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Grafico 14. Valores de espessura relativa da parede em comparagao entre WT e WT CAT 30,
Mas-KO e Mas-KO CAT 30, WT e Mas-KO e, WT CAT 30 e Mas-KO CAT 30 (****
p<0,0001, teste T ndo pareado). (WT Pré n=31, SHAM n=9, CAT n=9; Mas-KO Pré n=32,

SHAM n=13, CAT n=13).

Houve alteracdo estatisticamente significante nos tempos de relaxamento isovolumétrico e

contragdo isovolumétrica apenas nos camundongos Mas-KO, sugerindo que houve adaptacdo da

funcdo diastolica a sobrecarga de pressao (Grafico 15)
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Grafico 15. Pico de velocidade do fluxo adrtico (valvar), tempo de ejecdo (TEA) e tempos de
relaxamento (TRIV) e contracdo isovolumétricos (TCIV) em camundongos WT e Mas-KO
submetidos a coarctacdo adrtica (*** p<0,001; * p<0,05, Two Way ANOVA- pods teste de
Bonferroni). (WT Pré n=31, SHAM n=9, CAT n=9; Mas-KO Pré n=32, SHAM n=13, CAT n=13).

O aumento da relacdo E/TRIV também indica alteragdo da fun¢do diastolica, tendo sido
estatisticamente significante somente para os camundongos Mas-KO. O valor de E/TRIV
apresentou tendéncia de aumento nos camundongos WT mas sem relevancia estatistica. A relag@o
E/A apresentou aumento em seus valores tanto para camundongos WT como Mas-KO, mas ndo
houve significancia estatistica. Houve melhora do indice de performance do miocéardio nos

camundongos Mas-KO, demonstrando mais uma vez o processo de adapta¢do funcional a

sobrecarga de pressao (Grafico 16).
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Grafico 16. Valores de indice de performance do miocardio (IPM), onda E do influxo mitral,
relacdo E/A e relagdo E/TRIV em camundongos WT e Mas-KO submetidos a coarctagdo
adrtica (**** p<0,0001; ** p<0,01; * p<0,05, Two Way ANOVA- p6s teste de Bonferroni).
(WT Pré n=31, SHAM n=9, CAT n=9; Mas-KO Pré n=32, SHAM n=13, CAT n=13).

A avaliacdo da relacdo E/E’ também foi realizada e demonstrou alteragdo significativa nos

camundongos Mas-KO submetidos a CAT, mas ndo nos camundongos WT (Grafico 17).
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Grafico 17. Razdo E/E’ de camundongos WT e Mas-KO aos 30 dias p6s CAT (* p<0,05, teste T
nao pareado). (WT SHAM30 n=9 e CAT30 n=9; Mas-KO SHAM30 n=13 e CAT30 n=13)

O indice de massa do ventriculo esquerdo também foi avaliado e apresentou diferenca estatistica

significativa tanto nos animais WT como nos Mas-KO submetidos a CAT (Gréafico 18).
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IMVE - indice de Massa do Ventriculo Esquerdo
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Grafico 18. Indice de massa do ventriculo esquerdo de camundongos (IMVE) WT ¢ Mas-KO
submetidos a CAT (** p<0,01; * p<0,05, teste T ndo pareado) (WT SHAM30 n=9 e CAT30 n=9;
Mas-KO SHAM30 n=13 ¢ CAT30 n=13)

A tabela 5 relaciona os valores morfofuncionais entre camundongos WT e Mas-KO, 30 dias apds a

coarctagdo da aorta.
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Tabela 5. Pardmetros morfofuncionais ecocardiograficos do ventriculo esquerdo e frequéncia

cardiaca de camundongos FVBN WT e Mas-KO apds 30 dias da CAT (Valores média + erro padrao;

% p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05, teste T ndo pareado).
WT CAT 30 (n=9)

Mas-KO CAT 30 (n=13)

FE;. (%) 68,91 +5,49 57,42 + 8,35

FE (%) 38,34 +£4,19 29,85 +5,53™

DC (ul/min) 19,77 3,23 16,14 +3,39°

VS (ul) 43,92 + 8,27 33,86+ 5,70
VDF (ul) 63,97 + 13,41 59,35 + 8,89
VSF (ul) 19,92 + 6,21 25,39 +£ 6,93
DVEd (mm) 3,93 +0,45 3,74 +0,0,24
DVEs (mm) 2,39+ 0,35 2,60 =0,32
EPPd (mm) 0,83 £0,09 0,92 +£0,16
EPPs (mm) 1,17+0,17 1,14+ 0,18
SIVd (mm) 0,82 +0,12 0,77 £0,13
SIVs (mm) 1,18+0,13 0,97 £0,14
Mass VE (mg) 126,4 £21,72 114,2 + 20,81

Massa VE (Corr.)(mg) 103,3+ 17,47 92,33 + 16,80

FC (bpm) 459,4 +£ 69,37 497,2 £ 51,00

TE (ms) 54,80 +4,37 53,81 £4,97
TRIV (ms) 7,98 + 1,47 7,43 £1,26
TCIV (ms) 7,88 £ 0,74 7,40 £ 0,86

Onda E (mm/seg) 798,1 £ 208,1 798.4 £ 142,7

Onda A (mm/seg) 446,6 + 144,8 431,5+185,2
E/A 2,14 +0,91 2,23+ 1,29

Fluxo Adrtico (mm/seg) 846,3 £194,3 821,7+191,4
IPM 0,280 + 0,023 0,271 +£ 0,03

E/TRIV 103,2 + 30,75 111,1 £29,61
ERP 0,43 £ 0,07 0,49 0,11

FE;j. Fragdo de ejecdo; FE fragdo de encurtamento; DC débito cardiaco; VS volume sistolico; VDF volume diastolico final; VSF
volume sistdlico final; DVEd e DVEs dimensdo do ventriculo esquerdo em diastole e sistole; EPPd e EPPs espessura da parede
posterior do ventriculo esquerdo em diastole e sistole; SIVd e SIVs espessura do septo interventricular na diastole e na sistole; FC
frequéncia cardiaca; TE tempo de ejecdo aodrtico; TRIV tempo de relaxamento isovolumétrico; TCIV tempo de contragdo
isovolumétrico; Onda E do influxo mitral; Onda A do influxo mitral; E/A razéo onda E/Onda A; IPM indice de performance do

miocardio; E/TRIV relagdo onda E/tempo de relaxamento isovolumétrico; ERP espessura relativa da parede
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6.4 Ecocardiografia por Speckle Tracking WT X MAS-KO (Coarctacao — 30 dias)

A andlise da deformagdo miocdrdica demonstrou poucas diferengas na maioria dos
parametros calculados entre controle e coarctado, apresentando estabilidade em termos de valores,
mas observa-se modificagdes importantes em relagdo a assincronia entre segmentos do miocardio.

Essa analise revelou um padrdo diferenciado de modificacdo funcional frente a CAT para
WT e Mas-KO. Como pode ser observado nas figuras 19 e 21, houve alteracdo estatisticamente
significativa no strain circunferencial epicardico global tanto no camundongo WT como no
camundongo Mas-KO. Adicionalmente, nos camundongos WT observou-se 30 dias apos a
coarctacdo da aorta, modificagdo também da velocidade e do deslocamento radial epicardicos, como

observado grafico 20. Estas alteragdes nao foram observadas nos camundongos Mas-KO.
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Grafico 19. Strain e strain rate circunferencial epicardicos do eixo curto cardiaco, de

camundongos WT submetidos a CAT (** p<0,01, teste T ndo pareado).
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Grafico 20. Velocidade e deslocamento radial epicardicos do eixo curto cardiaco, em animais

WT ap6s coarctagdo (** p<0,01; * p<0,05, teste T pareado).
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Grafico 21. Strain e strain rate circunferenciais epicardicos do eixo curto cardiaco, de

camundongos Mas-KO submetidos a CAT. (* p<0,05, teste T ndo pareado)

Uma observagao da comparagdo do comportamento da deformagdo em relagdo aos indices
de funcio sistélica, em resposta a coarctacao ¢ demonstrada pelo grafico 22 nos camundongos WT.

Observa-se que a modificacdo do strain circunferencial ocorre de forma independente das variagdes



dos parametros de funcdo sistdlica da ecocardiografia convencional, fracdo de ejecdo, fracdo de

encurtamento, débito cardiaco e volume sistolico.
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Grafico 22. Strain e strain rate circunferencial epicardicos (EC- eixo curto), fracdo de ejecdo
(FEj.), fracdo de encurtamento (FE), débito cardiaco (DC) e volume sistolico (VS) de

camundongos WT submetidos a CAT. (** p<0,01, teste T ndo pareado)

Ocorréncia similar foi observada nos camundongos MAS-KO submetidos a CAT, para
débito cardiaco e volume sistolico, mas ocorreu aumento de fragdo de ejecdo e fracdo de
encurtamento, como demonstrado no grafico 23, embora observe-se reducdo do strain

circunferencial.
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Grafico 23. Strain e strain rate circunferencial epicardicos, (EC- eixo curto), fracdo de ejecdo
(FEj.), fracdo de encurtamento (FE), débito cardiaco (DC) e volume sistolico (VS) de
camundongos Mas-KO submetidos a CAT. (* p<0,05, teste T ndo pareado)

A tabela 6 mostra os valores médios de strain endocardico no tempo controle e 30 dias apos o

procedimento de coarctacdo para camundongos WT e Mas-KO.
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Tabela 6. Valores médios de strain endocéardico longitudinal e circunferencial de animais WT SHAM e

coarctado, e Mas-KO SHAM e coarctado aos 30 dias (** p< 0,01; * p<0,05, teste T ndo pareado)

Strain Endocardico WT Mas-KO
X+EPM X+EPM
Controle CAT (30) Controle CAT (30)

Longitudinal

Strain (Pk%)

-17,94 + 3,13 -19,01 £ 2,48

-18,29+£3,96  -18,86 +4,12

Strain Rate (PK1/s)

-7,58 £ 1,33 -7,26 £ 1,11

-7,45 £1,33 -7,64 £ 1,90

Long. Radial

Strain (Pk%)

28,70 £ 7,12 28,98 £ 6,17

27,90 £ 6,57 28,82 £ 7,56

Strain Rate (PK1/s)

7,74 £ 1,19 7,98 £ 0,93

7,53 +0,93 7,78+ 1,18

Circunferencial

Strain (Pk%)

-23,38 + 3,83 -23,11 + 3,69

-22,79+3,46 21,98 +3,90

Strain Rate (PK1/s)

-8,23£1,19 -7,38 £ 1,09

-8,06 + 1,38 -7,59 £1,62

Circ. Radial

Strain (Pk%)

24,53 £5,29 28,13 £ 8,05

28,53 £6,45%* 26,25 +£6,26

Strain Rate (PK1/s)

6,92 1,23 6,83 £ 1,35

7,91 £1,39** 6,69 + 1,05

A tabela 7 mostra os valores médios de strain epicardico no tempo controle e 30 dias apos o

procedimento de coarctagdo para camundongos WT e Mas-KO.

Tabela 7. Valores médios de strain epicardico longitudinal e circunferencial de animais WT Controle e

coarctado; e Mas-KO Controle e coarctado (30 dias) (** p<0,01; * p<0,05, teste T ndo pareado).

Strain Epicardico

WT

Mas-KO

Controle CAT (30)

Controle CAT (30)

Longitudinal

Strain (Pk%)

-10,95+2,18 -11,00+£3,22 -11,95+2,59 -9,84+1,59

Strain Rate

-4,65 £ 1,08 -4,52 £1,03

5,16 £ 1,39 -499 £ 1,13

Circunferencial

Strain (Pk%)

-8,89+£1,49 -7,28+£1,24 **

-8,84+1,73 -7,47+1,20 *

Strain Rate

-3,61 £0,55 -2,69+£0,37 **

-3,80+0,63  3,14+0,68 *
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6.4.1 Analise de assincronia
Para a andlise de assincronia e fun¢do segmentar, o software delimita seis segmentos
caracterizados por diferentes cores como mostram as figuras 15 (Eixo longo) e 16 (Eixo curto). Cada

cor refere-se a um dos seis segmentos representados nas curvas dos graficos.

Base Anterior
Anterior médio
Apice Anterior
Apice Posterior
Posterior Médio

Base Posterior

Figura 15. Imagem representando a divisdo do eixo longo em seis segmentos com suas respectivas cores e

denominagdes.

B  Parede Livre Inferior
Parede Septal Posterior
Septo Posterior
Parede Posterior
Parede Lateral

Parede Livre Anterior

Figura 16. Imagem representando a divisdo do eixo curto em seis segmentos com suas respectivas cores e

denominagdes.

A avaliagdo das curvas geradas na analise de deformagao permite a detec¢do de assincronias
e representa também as modificacdes funcionais sofridas por determinado segmento ao longo de
um ciclo cardiaco. As curvas de deslocamento radial endocéardico no eixo longo e epicardico no eixo
curto ndo demonstram diferenca entre os camundongos WT e Mas-KO (Figs 18 e 19) no tempo 0,
mas as curvas de deslocamento longitudinal endocérdico (Fig. 20), strain radial e longitudinal
endocardicos (Figs 21 e 22), e strain radial epicardico (Fig. 23) demonstram que o camundongo
Mas-KO apresenta aspecto mais assincronico entre os segmentos em relacdo ao WT. Abaixo

observa-se curvas de deformag¢do miocardica em camundongos WT e Mas-KO no tempo 0.
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Figura 18. Curvas de deslocamento radial endocardico no eixo longo em camundongos WT

e Mas-KO no tempo 0.

0.382 Rodial Displacement (Epi)

Time To Peak

120 160

[accuracy +/. 0.025]

Figura 19. Curvas de deslocamento radial epicardico no eixo curto em camundongos WT e

Mas-KO no tempo 0.

57



151

Time To Peak

Longitudinal Displacement (Endo) faccuracy +/- 0.024) 0123 ms.
| — . ot

e — e

0.709
0.567
0.426
0.284
0.142
0.000 __
0.142

0.284

0.426

::;--4%@

ms. 240
03712 lonﬂrlu(hnal l)npln( ement (I ndo) |u ccuracy « " 0.02%) 01 31 ms.

0.298
0.223
0.149

0.074 /

0.000

Figura 20. Curvas de assincronia no deslocamento longitudinal endocéardico no eixo longo

em camundongos Mas-KO comparados com WT no tempo 0.
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Figura 21. Curvas de assincronia no strain radial endocardico no eixo longo em

camundongos Mas-KO comparados com WT no tempo 0.
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Figura 22. Curvas de assincronia no strain longitudinal endocardico em camundongos Mas-

KO comparados com WT no tempo 0.

&

Time To Peak

R E

93.000 [accuracy +/- 1.966) 0123 ms.
- . ety
———

74.400 5
55800
37.200
18.600
0.000
18.600

37.200

55.800
i el ’
* 93.000 - — - —
80 120

ms 40 160

56.000 -Rndlnl Strain (Epi) [accuracy +/. 2.017)
e

(42,7270 (5) 211 f
;/" >

44 800

33.600 / v 4

Figura 23. Curvas de assincronia no strain radial epicardico no eixo longo em camundongos

Mas-KO comparados com WT no tempo 0.

Os graficos abaixo mostram compara¢do de animais WT SHAM e Mas-KO SHAM (30

dias). Importante observar que ndo houve alteracdo significativa nas curvas de deslocamento radial

endocéardico do eixo curto (Fig. 24). No eixo longo ¢ possivel observar assincronia entre os
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segmentos no strain radial endocardico mais perceptivel nos camundongos Mas-KO como

verificado também no tempo 0 (Fig. 25).

0.512 Radial Displacement (Endo) __________ faccuracy +/-0.029)
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0.108
0.000
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200

Figura 24. Curvas de deslocamento radial endocardico no eixo curto em camundongos WT

SHAM e Mas-KO SHAM (30 dias)
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Figura 25. Curvas de assincronia no strain radial endocardico no eixo longo em

camundongos WT SHAM e Mas-KO SHAM (30 dias).
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As curvas dos graficos abaixo demonstram caracteristicas de assincronia e/ou modificagdes

na intensidade da flutuagdo das curvas nos camundongos Mas-KO e WT apds a inducdo da

sobrecarga de pressdo de baixa intensidade com a CAT. Alteragdes podem ser observados nas

curvas de deslocamento endocéardico e epicardico (Figs 26, 27, 28 e 29), strain longitudinal

epicardico (Fig 30) e strain rate radial epicardico no eixo longo (Fig 31). H4 também assincronia

nas curvas de deslocamento radial epicardico no eixo curto em animais Mas-KO (Fig 32)
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Figura 26. Curvas de alteragdo da intensidade do deslocamento radial endocérdico no eixo

longo em camundongos WT e Mas-KO submetidos a CAT (30 dias)
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Figura 27. Curvas de alteracdo da intensidade e assincronia do deslocamento longitudinal

endocardico no eixo longo em camundongos WT e Mas-KO submetidos a CAT (30 dias)
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Figura 28. Curvas de alteracdo da intensidade do deslocamento radial epicardico no eixo

longo em camundongos WT e Mas-KO submetidos a CAT (30 dias)
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Figura 29. Curvas de alteracdo da intensidade e assincronia do deslocamento longitudinal

epicardico no eixo longo em camundongos WT e Mas-KO submetidos a CAT (30 dias)
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Figura 30. Curvas de assincronia significativa no strain longitudinal epicdrdico no eixo

longo em camundongos WT e Mas-KO submetidos a CAT (30 dias)
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Figura 31. Curvas de assincronia significativa no strain rate radial epicardico no eixo longo

em camundongos WT e Mas-KO submetidos a CAT (30 dias)
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Figura 32. Curvas de assincronia significativa no deslocamento radial epicardico no eixo

curto em camundongos Mas-KO submetidos a CAT, quando comparados aos WT (30 dias)

6.5 Analise da expressio génica

Por tratar-se de modelo que envolve sobrecarga de pressdo, foram realizadas quantificagdes
de mRNA para as seguintes substancias potencialmente relacionadas a disfun¢ao e remodelamento
cardiaco: peptideo natriurético atrial (ANP); peptideo natriurético cerebral (BNP); cadeia pesada de
miosina tipo B (MHCRB), fator de crescimento transformador B (TGFB) e colageno II1.

Os camundongos Mas-KO SHAM apresentaram BNP significativamente aumentado em
relagdo aos animais WT SHAM aos 30 dias. De forma interessante, o ANP, BNP ¢ MHCB
apresentaram aumento no camundongo WT apds a CAT, avaliados pelo teste de T ndo pareado, o
que ndo ocorreu para os camundongos Mas-KO (Graficos 24, 25 e 26).

Colageno 3 e TGFB apresentaram aumento em ambos os camundongos apds a CAT, pela
avaliagdo do teste de T (Grafico 27). Os valores de TGFB nos animais Mas-KO SHAM estdo

significantemente reduzidos em relacdo ao WT SHAM.
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Grafico 24. mRNA para ANP em camundongos WT SHAM (n=9) e coarctado (n=8) e Mas-KO
SHAM (n=13) e coarctado (n=11) (30 dias) (* p<0,05, teste T ndo pareado)
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Grafico 25. mRNA para BNP em camundongos WT SHAM (n=9) e coarctado (n=8) ¢ Mas-KO
SHAM (n=13) e coarctado (n=11) (30 dias) (** p<0,01; * p<0,05, teste T ndo pareado)
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Grafico 26. mRNA para MCHB em camundongos WT SHAM (n=9) e coarctado (n=8) e Mas-KO
SHAM (n=13) e coarctado (n=11) (30 dias)(* p<0,05, teste T ndo pareado)
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Grafico 27. mRNA para Col 3 e TGFB em camundongos WT SHAM e coarctado e Mas-KO SHAM
e coarctado (30 dias) (* p<0,05, teste T ndo pareado)
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Grafico 28. mRNA para TGFB em camundongos WT SHAM e coarctado e Mas-KO SHAM e
coarctado (30 dias) (** p<0,01, teste T ndo pareado)
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7. Discussao

O propdsito deste estudo foi avaliar as alteragdes ecodopplercardiograficas e bioquimicas
em camundongos FVBN Mas-KO submetidos a coarctacdo da aorta tordcica. Para esse fim foram
utilizadas técnicas convencionais de ecocardiografia, aliadas a avaliagdo por Speckle Tracking, para
realizacdo de andlise da deformac¢do do miocardio, buscando verificar também a sensibilidade da
técnica na deteccao precoce de disfungdo miocérdica. A avaliagdo bioquimica consistiu de analise
da expressao de genes relacionados ao remodelamento cardiaco. Nao existem estudos na literatura,
baseados em ecocardiografia, comparando camundongos Mas-KO com seus controles em condi¢des
normais e¢ submetidos a modelos de disfun¢do cardiaca, envolvendo a técnica de ST.

Doppler tecidual e Speckle Tracking tém revelado padrdes de disfungdo segmentar sistolica
em condigdes de doenga cardiovascular subclinica. Cada etiologia que dispara o processo de
remodelamento, levando a hipertrofia regional, apresenta uma assinatura especifica de modificacdo
da deformag¢do miocardica (Cikes et al., 2010). Este trabalho buscou, além de caracterizar a fun¢ao
cardiaca de camundongos Mas-KO, demonstrar a sensibilidade de detec¢do de disfuncgdo
miocérdica pelo ST em modelo de sobrecarga de pressao de baixa intensidade.

Neste experimento verificamos que os animais Mas-KO apresentam importante disfuncao
sistélica no tempo 0, observados como aumento do VSF, reducdo de FE, FEj, DC e VS. Notamos
também que o espessamento parietal ¢ deficiente nesses animais em relacdo aos seus controles. A
técnica do ST revelou poucas diferengas entre os animais Mas-KO e WT no tempo 0. Os
camundongos Mas-KO apresentaram aumento significativo de strain e strain rate circunferencial
radial epicardicos, e considera-se que seja provavelmente relacionado a processo inicial de
compensagdo mecanica em resposta a disfun¢do causada pela delecdo do receptor Mas.

Ap6s a indugdo da CAT de grau leve, houve incremento compensatorio da fungdo sistdlica
nos animais Knockout para o receptor Mas, mas com caracteristicas de desenvolvimento de
disfuncdo diastolica detectada pelo ecocardiograma convencional. Os animais WT embora tenham
apresentado aumento de massa, avaliado pelo ecocardiograma convencional, ndo apresentaram
aspecto de compensacdo funcional como os animais WT. Interessantemente o ST revelou disfungao
de strain e strain rate circunferencial epicardicos para as duas linhagens de animais. Apesar de ndo

ter havido maiores alteragdes em outros segmentos do ST, observa-se desenvolvimento significativo
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de assincronia entre paredes apds a CAT tanto em WT como Mas-KO, mas nestes ultimos a
intensidade da assincronia entre as paredes ¢ mais intensa.

Observou-se que em relagdo aos parametros moleculares, camundongos Mas-KO SHAM
apresentaram valores de BNP aumentados em relagdo aos WT SHAM. Essa analise revelou também
aumento de ANP, BNP e MHCB apenas nos animais WT e ndo nos animais Mas-KO apos a CAT.
Colageno III e TGFR apresentaram aumento significativo em ambas as linhagens apds a indugdo da

CAT.

7.1 Func¢ido cardiaca de camundongos FVBN WT e FVBN Mas-KO avaliada pela

ecocardiografia convencional

Os modelos de disfun¢cdo miocardica em camundongos sdo essenciais no progresso das
pesquisas para elucidacdo do mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no desenvolvimento de
cardiopatias. O comportamento desses processos em animais de linhagens diferentes, entretanto,
apresenta variagdes importantes (Barrick et al., 2007).

O modelo de dele¢ao genética do receptor Mas da Ang-(1-7) produzido no camundongo
C57Bl6 tem descricdo realizada por Santos e colaboradores (2006), mostrando redugdo
estatisticamente significativa de fracdo de encurtamento (FE), embora os valores encontrados para
WT e Mas-KO tenham ficado mais reduzidos e proximos (22,9 + 0,25 e 19,01 + 0,71
respectivamente). No presente trabalho, realizado com a linhagem FVBN foi observada diferenca
significativamente maior na fracdo de encurtamento entre WT e Mas-KO (39,44 + 3,26 ¢ 24,36 +
3,53 respectivamente) como pode ser observada na tabela 2.

Espessura da parede posterior apresentou caracteristica similar nos dois trabalhos,
entretanto, observa-se que tanto em diastole como em sistole os valores apresentados neste trabalho
foram superiores para WT e Mas-KO. O mesmo ocorreu para a dimensdo sistolica do ventriculo
esquerdo, com a diferenca de que neste estudo os valores foram menores. Uma possivel explicagdo
para essas discrepancias reside nos efeitos cardiovasculares produzidos por halotano e isoflurano
que apresentam padrdes diferenciados como descrito por Palmisano e colaboradores (Palmisano et
al., 1994). De acordo com esses autores o halotano provoca efeito depressor do miocardio mais
intenso que o isoflurano em concentragdes semelhantes em coelhos. E possivel sugerir que os efeitos
do halotano podem ter causado a elevagdo dos valores de indice de performance do miocardio
(IPM), tanto para os animais WT como para os animais Mas-KO no estudo de Santos e

colaboradores (2006), fato que ndo ocorreu neste estudo.
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O valor de IPM permaneceu normal em ambos os grupos. Também sdo bem reconhecidos
os efeitos do halotano na sensibilizagdo do miocardio as catecolaminas circulantes, podendo levar
a redugdo da capacidade contratil e gerar arritmias de importancia clinica (Price and Ohnishi, 1980).
Pode-se considerar outros fatores determinantes dessas diferencas entre os trabalhos, além do tipo
de anestésico utilizado, como por exemplo a linhagem de camundongos, equipamento empregado e
técnica aplicada pelo operador. O presente trabalho acrescenta a descricdo de disfungao sistdlica
demonstrada pelos camundongos submetidos a delecdo genética do receptor Mas, pela
demonstragdo de alteragdo em outros parametros funcionais ecocardiograficos, como observado na
tabela 2.

O estudo de Bauer e colaboradores (Bauer et al., 2011) realizou avaliagdo ecocardiografica
de camundongos C57BL/6J e interessantemente, embora alguns parametros tenham apresentado
similaridade com este estudo, como por exemplo fragdo de encurtamento e espessura da parede
posterior em diastole, outros pardmetros demonstraram diferengas importantes. A frequéncia
cardiaca neste estudo apresentou valores menores que o estudo citado, entretanto, a fragao de ejecao
dos camundongos utilizados neste trabalho apresentou valores maiores. H4 diferenca observavel no
tamanho da camara ventricular esquerda entre as linhagens, com o FVBN apresentando uma camara
ventricular maior, o que pode explicar, pelo menos parcialmente a diferenca. Considerando que os
protocolos anestésicos utilizados foram similares, podemos sugerir que a diferenca nas linhagens
apresenta fator importante nos diferentes achados em estudos diversos utilizando modelos de
disfuncdo miocardica. Outro fator que corrobora as diferencas entre os estudos ¢ a utilizagdo no
estudo citado, das medidas de fracdo de ejecdo, realizadas no modo bidimensional 2D, pelas
mensuracgdes no eixo longo paraesternal esquerdo. No presente estudo, foi utilizada a metodologia
no Modo M proposta pela ASE (American Society of Echocardiography).

Um parametro que demonstra de forma importante a limitagdo funcional cardiaca do
camundongo Mas-KO ¢ o espessamento sistolico reduzido tanto da parede posterior como do septo
interventricular. A descricdo da importancia do espessamento sistolico refere-se a interagdo de
laminas de fibras musculares nas trés orientagdes ja descritas, longitudinais, obliquas e circulares.
O espessamento das paredes ¢ decorrente de um efeito somado dos 3 movimentos das fibras, em
orientacdes distintas: extensdo, espessamento e deslizamento dos feixes musculares (Coppola and
Omens, 2008). Embora ndo possamos afirmar quais os tipos de deficiéncias ou modificacdes
estruturais que o coragdo dos camundongos Mas-KO apresenta do ponto de vista ultraestrutural, é
possivel sugerir que a relacdo anatdmica das diferentes angulacdes das fibras miocardicas esteja

provavelmente alterada nos animais, culminando potencialmente para um espessamento deficiente.
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Outro fator diretamente relacionado a angulagdo, que pode também causar interferéncia direta na
capacidade de reduzir espessamento parietal, ¢ o estado metabolico dos midcitos cardiacos do Mas-
KO, que poderia estar também, pelo menos em parte, comprometido.

Os célculos de massa do VE realizados com a ecocardiografia baseiam-se na diferenca entre
o volume epicérdico delimitado e o volume interno da camara ventricular esquerda, multiplicada
por estimativa de densidade do miocardio (1,05) (Foppa et al., 2005). De acordo com Foppa e
colaboradores, a formula atualmente mais aceita ¢ a proposta pela ASE (American Society of
Echocardiography):

LVmass= 0,8(1,04([DVEd + EPPd + SIVd]’ — [DVEd]’) + 0,6 gramas
A proposta inclui na realizacdo da imagem a partir do Modo M, as bordas externas e internas das
paredes, metodologia que foi aplicada na realizacdo deste estudo.

Foi avaliada a espessura relativa da parede, que no caso do estudo ndo demonstrou diferenga
estatistica entre os dois grupos no tempo 0, embora observe-se tendéncia do camundongo Mas-KO
de apresentar valores abaixo daqueles demonstrados para os camundongos WT. Entretanto, a
quantifica¢do ecocardiografica da massa ventricular esquerda mostrou que o camundongo Mas-KO
possui massa reduzida em relacdo ao WT, o que € corroborado pelos valores mais baixos da ERP.
A reducdo de massa miocardica do VE ndo implica necessariamente em disfun¢do miocéardica a
partir do momento em que a redugdo seja acompanhada de normalizacdo do estresse parietal e,
durante o processo, a proporcionalidade anatdmica permanega normal (St John Sutton et al., 1985).
Partindo deste pressuposto pode-se inferir que no caso de adaptacdo morfologica diversa, a reducdo
da massa pode estar relacionada a reducdo da performance ventricular esquerda no Mas-KO, ja que
observa-se modificacdo das caracteristicas morfofisiologicas das paredes posterior e septal neste
trabalho tanto durante a diastole como na sistole na avaliagdo do tempo O.

Observa-se importantes diferengas entre os valores de massa miocardica verificados nesse
trabalho e no estudo de Bauer e colaboradores (2011). Os valores de massa observados no estudo
de Bauer e colaboradores foram significativamente maiores que os observados no presente estudo.
A discrepancia pode ser explicada em parte devido as diferentes linhagens de camundongos

utilizada, e pela féormula de célculo de massa ventricular empregada, que foi diferente.

7.2 Funciao cardiaca FVBN WT X FVBN Mas-KO avaliada pelo Speckle Tracking

Como observado nos valores das tabelas 3 (Strain endocérdico) e 4 (Strain epicardico), a

maioria dos parametros da avaliagdo por ST entre WT e Mas-KO no tempo 0 ndo apresentou
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diferenca. Interessantemente, strain e strain rate radial circunferenciais endocardicos, ¢ strain rate
longitudinal epicardico apresentaram diferencas entre os camundongos estando aumentados no
Mas-KO. Supde-se que a disfuncio sistolica causada pela delegdao do receptor Mas leve a processo
compensatdrio de movimentagao mecéanica das bandas miocardicas responsaveis pelo encurtamento
radial no eixo curto endocérdico e longitudinal no eixo longo epicéardico na tentativa de gerar uma
compensagdo funcional. Soma-se a essa hipdtese uma possivel compensagao pelo sistema renina-
angiotensina aldosterona, induzindo adaptagdes de volume circulante e aumento de resisténcia
periférica. E, apesar dessa caracteristica compensatoria, o espessamento parietal permanece
deficiente, culminando com valor de fun¢do sistdlica abaixo do encontrado para animais WT. Os
valores globais basais apresentados para o ST endocardico neste experimento foram similares aos
encontrados por Bauer e colaboradores (2011), embora algumas variacdes sejam notorias. Os
autores citados utilizaram equipamento similar ao deste estudo, mas em animais C57Bl/6J e as
diferengas observadas podem ter forte relagdo com caracteristicas inerentes as linhagens, mas nao ¢
possivel excluir influéncia da diferenga de particularidades na realizagdo do exame. Os animais
C57Bl/6J apresentaram strain e strain rate circunferencial e radial maiores que os animais FVBN
deste estudo. Os animais FVBN deste estudo apresentaram strain radial longitudinal maior que os
animais C57B1/6J do estudo de Bauer e colaboradores. O strain longitudinal foi similar. De forma
geral, os valores demonstram estabilidade, sugerindo que a utilizagdo de valores de referéncia ¢
passivel de aplicagdo em avaliacdo, mas guardadas as devidas caracteristicas proprias de cada
linhagem. Essa observagao ¢ corroborada pelos resultados do trabalho de Barrick e colaboradores
(2007), que demonstraram diferengas importantes nos efeitos cardiovasculares em duas linhagens
de camundongos submetidas a coarctagdo da aorta toracica. Orientagdo diferenciada das fibras
miocardicas pode ser sugerida como uma possivel causa das variacdes na resposta deste
experimento. Dessa forma o conhecimento de caracteristicas basais da deformagao miocardica entre
as linhagens de camundongos poderia contribuir para a escolha correta de determinado padrao de

experimentacdo ou escolha de modelo de doenga cardiaca.

7.3 Funcao cardiaca de camundongos FVBN WT e FVBN Mas-KO submetidos a CAT,

avaliada pela ecocardiografia convencional
A coarctagdo de aorta toracica ¢ modelo amplamente utilizado nos estudos fisiopatologicos

que simulam adaptagdo cardiaca a sobrecarga de pressdo. O grau de constricdo da aorta determina

a velocidade e gravidade com que ¢ instalado o processo de disfuncdo e remodelamento ventricular.
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Neste trabalho, um dos objetivos foi determinar a sensibilidade da técnica de ecocardiografia em
estabelecer diferencas em um nivel de coarctagdo de menor gravidade, tanto para a técnica
convencional como para a técnica do speckle tracking, utilizando camundongos FVBN WT e Mas-
KO. Em um estudo prévio (Mohammed et al., 2012), relata-se que a ecocardiografia permite uma
estimativa fidedigna do gradiente pressorico desenvolvido apos a coarctacdo, sendo que os valores
de gradiente avaliados pela técnica correlacionam bem com valores medidos por técnicas invasivas.
A constri¢do induzida na aorta transversa dos camundongos deste trabalho foi de aproximadamente
40%, gerando um gradiente, no ponto de coarctacdo, em média de 35 mmHg para os camundongos
WT, e 28 mmHg para os camundongos Mas-KO. Outros autores (Bauer et al., 2013), demonstram
o modelo de CAT severa, com obstrucdo de 75% do lumen aédrtico, induzindo um aumento
significativo do gradiente pressérico no ponto de constricdo, de valor citado de aproximadamente
51 mmHg. Uma descrigdo anterior (Peng et al., 2009), cita que utilizando a mesma técnica e mesma
metodologia, ter atingido um gradiente de pelo menos 64 mmHg. Ambos utilizaram camundongos
da linhagem C57Bl/6.

Embora o gradiente desenvolvido no ponto de coarctagdo tenha sido menor que nos trabalhos
citados, foi possivel observar adaptacdes da funcdo sistolica na avaliacdo ecoDopplercardiografica
convencional nos camundongos Mas-KO de forma clara, o que ndo ocorreu nos animais WT. Outro
fator importante na consideracdo do grau de coarctagdo observado, ¢ a resisténcia da linhagem
FVBN no desenvolvimento de disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca apos CAT, que ja ¢
bem descrito na literatura. Zhao e colaboradores (2011) relatam que a linhagem FVBN ¢ mais
resistente que a linhagem C57BI16 no desenvolvimento de disfun¢@o e remodelamento ap6s inducdo
da CAT (Zhao et al., 2011). Portanto, torna-se importante também a consideracdo de que a dele¢do
do receptor MAS possivelmente deflagra uma maior sensibilidade da linhagem ao processo de
remodelamento e disfun¢do cardiaca produzida pela técnica da CAT.

Varios parametros morfofuncionais demonstraram a sensibilidade do camundongo Mas-KO
em resposta & CAT. Essa variacdo ndo ocorreu no WT. O padrdo de resposta observado ¢ de
hipertrofia concéntrica, embora morfolégicamente a ecocardiografia convencional ndo tenha
demonstrado as caracteristicas cldssicas como relatado na literatura. Em estudo recente (Wang et
al., 2015) sdo demonstradas as caracteristicas cldssicas de hipertrofia concéntrica desenvolvidas no
coracdo de camundongos submetidos 8 CAT, com aumento de espessura das paredes livre e septal
e reducdo da dimensdo da camara ventricular esquerda. Os camundongos Mas-KO apresentaram
aumento significativo do espessamento sistolico das paredes, corroborando o aumento de massa

ventricular observado. Esse fato culminou com aumento dos valores de funcgdo sistdlica, sem
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entretanto atingir os valores observados nos animais WT. O tempo maximo de avaliacdo, que foi de
30 dias apos indugdo da CAT de grau leve ndo permitiu, portanto, a observacao direta da hipertrofia
concéntrica, nem tampouco processo de insuficiéncia cardiaca. A importancia dessa informagao
reside na compreensdo da forma insidiosa com que processos hipertensivos acometem o sistema
cardiovascular em humanos e outros animais, e pode contribuir para o entendimento do processo
fisiopatologico inicial da resposta cardiovascular a sobrecarga de pressao.

Tanto animais WT como Mas-KO apresentaram remodelamento avaliado pelo aumento de
massa ventricular calculada pela ecocardiografia e pelo calculo da espessura relativa da parede. O
aumento observado foi em torno de 35% da massa calculada no exame controle para os animais
WT. O aumento observado para os camundongos Mas-KO foi similar, em torno de 37% do basal.
Os valores observados sdo compativeis com aqueles citados em literatura, sugerindo que o aumento
de massa na terceira semana pds CAT varia de 28 a 130% (Mohammed et al., 2012).

Embora padrdes de hipertrofia concéntrica caracteristicas da resposta 8 CAT ndo tenham
sido observadas de forma evidente ao ecocardiograma, na tentativa de quantificar e estabelecer o
tipo de hipertrofia que os dados ecocardiograficos forneceram, foi utilizada a relagdo entre espessura
relativa da parede e o indice de massa do ventriculo esquerdo. Esta relagdo tem sido aplicada na
medicina humana e permite a categorizacdo do tipo de hipertrofia, relacionada as caracteristicas
morfoldgicas da camara ventricular esquerda (Lang et al., 2015). A partir das informacdes do
trabalho de Lang e colaboradores, e utilizando a informag¢ao de superficie de area corporal (ASC)
para camundongos, demonstrada em trabalho anterior (Freireich et al., 1966), realizamos os calculos
adaptados para as informagdes obtidas pelas avaliagdes ecocardiograficas deste estudo.

O indice de massa do ventriculo esquerdo (IMVE) ¢ descrito como um fator preditor de
morbidade e mortalidade em virtude de hipertrofia ventricular esquerda no ser humano (Minamino-
Muta et al., 2017). Entretanto esse indice ndo ¢ aplicado em estudos utlizando animais experimentais
como os camundongos. Como pode ser observado no grafico 18, houve aumento significante do
IMVE tanto em animais WT como Mas-KO ap6s indug¢do da CAT. O indice de massa do ventriculo
esquerdo (IMVE) ¢ determinada por massa do ventriculo esquerdo e area de superficie corporal,
sendo representado pela formula:

IVME= Massa do VE (g)/ASC (m?)

onde ASC=drea de superficie corporal
A partir do resultado inicial do IVME, decidiu-se por realizar a adaptacdo da relagao entre IMVE e
ERP na tentativa de qualificar o tipo de modificagdo morfolégica ventricular observado.

Considerando que a ASC do camundongo de 20 gramas ¢ 0,0066 m” (Freireich et al., 1966), foram
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realizados os calculos para cada animal, e, relacionando o IMVE e os valores encontrados para ERP

(Tabelas 2 e 5), foram sugeridos os seguintes parametros:

ERP Remodelamento Hipertrofia

> 0,42 Concentrico Concéntrica

ERP Geometria Hipertrofia

<0,42 Normal Excéntrica
IMVE IMVE

< 12,09 mg/m’ >12,09 mg/m’

Os valores de corte para o IMVE foram calculados a partir das médias dos valores encontrados dos
grupos WT/WT CAT, Mas-KO / Mas-KO CAT, considerando o estado de normalidade dos valores
medidos no primeiro ecocardiograma e os valores 30 dias ap6s a coarctagdo. Os animais WT
(controle) apresentaram IMVE de 10,97 e ERP de 0,40, sendo enquadrados em animais
apresentando geometria normal. Com uma valor de ERP de 0,33 e IMVE de 10,71, os camundongos
Mas-KO controle foram classificados também em geometria normal. Embora a morfologia
observada a ecocardiografia ndo tenha sido de hipertrofia cldssica, os animais WT CAT 30
apresentaram valor de ERP de 0,43 e IMVE de 13,92, sendo classificados em hipertrofia
concéntrica, assim como os animais Mas-KO que apresentaram ERP de 0,49 e IMVE de 12,76. Os
calculos realizados, ainda que sejam uma aproximacdo da metodologia aplicada em humanos,
demonstrou de forma interessante a forte tendéncia de remodelamento hipertréfico caracteristico da
sobrecarga de pressdo, embora a tipificagdo da hipertrofia pela ecocardiografia ndo tenha sido
evidente, provavelmente pelo menor nivel de gravidade da coarctacdo, pela resisténcia ja conhecida
do camundongo FVBN e pelo tempo avaliado (30 dias).

De acordo com a literatura, ocorre aumento da pressao diastélica final em camundongos
submetidos a CAT, j& na segunda semana apds a cirurgia (Zhou et al., 2015). Com o intuito de
verificar se a ecocardiografia convencional forneceria sinais sugestivos de disfuncdo diastdlica,
foram realizadas mensuragdes de pardmetros relacionados. O remodelamento gerado pela CAT leva,
de forma frequente, a hipertrofia das paredes, culminando com redu¢do da cdmara ventricular

esquerda, impactando diretamente seu enchimento, em momento de adaptagdo que precede o
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desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (Weinheimer et al., 2015; Rai et al., 2017). No caso deste
trabalho o intuito foi avaliar mecanismos precoces de adaptacdo, na tentativa de simular a forma
insidiosa e silenciosa de desenvolvimento de sobrecarga de pressdo do paciente hipertenso, que
sejam passiveis de deteccdo, o que poderia permitir abordagens de tratamento em momento de
doenga onde ndo houvesse comprometimento definitivo da estrutura e consequentemente da fung¢ao
cardiaca. Portanto ndo houve camundongos que, nos 30 dias de duracdo da CAT, tenham
desenvolvido insuficiéncia cardiaca, levando em consideragdo os parametros de fun¢do sistolica
observados. Mas alguns parametros de fun¢do diastélica demonstraram processo de adaptacdo a
sobrecarga de pressao de forma significativa. De acordo com Schober et. al (2008), a razdo E/TRIV
poderia ser um pardmetro que permitiria a estimativa, de forma ndo invasiva, das pressdes de
enchimento do ventriculo esquerdo (Schober et al., 2008). A utilizacdo desse parametro nao tem
sido realizada em camundongos. No presente experimento os valores de E/TRIV foram
significativamente maiores nos camundongos Mas-KO, mas ndo em animais WT, o que pode
significar maior sensibilidade para desenvolvimento de disfunc¢ao diastdlica ao modelo utilizado,
quando ¢ induzida a delecdo do receptor Mas. Apesar de ndo ter demonstrado diferenca
estatisticamente apreciavel, a relacdo E/A também tendeu a aumento, o que pode ser observado
como um potencial desenvolvimento de disfuncdo diastdlica importante. Aumento da velocidade da
onda E, aumento da relagdo E/A e redu¢ao do TRIV sdo indicativos de disfun¢do diastolica
significativa (Otto, 2010). A avaliagdo da razdo E/E’, entre a onda E do enchimento passivo
ventricular medido pelo doppler e a onda E’ do movimento do anel mitral medido pelo doppler
tecidual ¢ considerada importante parametro de estimativa das pressdes de enchimento ventricular,
apresentando correlacdo com dados de hemodinamica invasiva (Almeida et al., 2009; Park and
Marwick, 2011). Os valores de E/E’observados neste trabalho sdo mais altos do que aqueles
observados para humanos, e pode estar relacionado a questdo especifica, ou seja relacionado ao tipo
de animal avaliado. A utiliza¢do da razdo E/E’ ¢ discutivel em casos onde ha estenose aortica
importante, caso em que as medidas poderiam tornar-se ndo confidveis. Em virtude do grau de
coarctacao produzido, decidiu-se verificar sua utilidade para avaliagdo no modelo proposto. No caso
deste estudo a razdo E/E’ apresentou aumento significativo apenas nos camundongos Mas-KO,
supondo que provavelmente as pressdoes de enchimento ventricular esquerdo estejam altas. As
observagdes realizadas pela avaliacdo da anélise de ERP, IMVE, E/E’ e E/TRIV sdo concordantes

em relagdo a possivel disfun¢do diastolica em progresso nos animais Mas-KO.
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7.4 Funcao cardiaca de camundongos FVBN WT e FVBN Mas-KO submetidos a CAT,
avaliada pelo Speckle Tracking

Speckle tracking nunca foi utilizado para avaliagdo de camundongos Mas-KO e o niimero
de relatos de aplicagdo da técnica ainda ¢ pequeno, embora haja aumento significativo de seu uso
em pesquisas nos ultimos anos. De forma geral a literatura cita a capacidade da andlise de
deformagdo em demonstrar de forma mais precoce sinais de disfun¢do ventricular em varias
condigdes de doenca (Parsace et al., 2017; Paraskevaidis et al., 2017), assim como vem sendo
utilizada na pesquisa para analise de disfun¢do, principalmente infarto do miocérdio e coarctacdo
da aorta (Bauer et al., 2011; Marques et al., 2012; Bauer et al., 2013; Wang et al., 2015) ou para
avaliagdo de resposta a tratamentos de cunho experimental (Marques, F. D., 2012). Entretanto a real
contribuicdo da técnica para detecgdo precoce de disfuncdo miocardica ainda ndo foi demonstrada
de forma clara em condi¢des subclinicas do modelo proposto. Neste trabalho procurou-se explorar
por meio de modelo de coarctacdo de grau leve as potenciais vantagens da ultrassonografia por ST
em camundongos normais e camundongos Mas-KO. A avaliagdo da deformagdo no plano
endocérdico, seja longitudinal ou circunferencial, ndo revelou modificagdes significativas,
entretanto, na andlise do strain epicédrdico circunferencial, observa-se reducdo estatisticamente
significativa tanto nos animais WT como nos animais Mas-KO. De forma interessante, no animal
WT, a alterag¢do observada na andlise de deformacao ndo foi detectada pelos pardmetros indicadores
de funcdo sistélica como FE, FEj., DC e VS. A disfun¢cdo de deformagdo no Mas-KO, foi
acompanhada de incremento dos valores de funcao sistélica FE e FEj. Assume-se que o incremento
funcional do Mas-KO representa maior sensibilidade na resposta ao nivel de acomentimento
funcional induzido pelo modelo utilizado, e seria uma resposta compensatdria precoce na adaptagao
a sobrecarga de pressdo. Nao ¢ possivel relacionar diretamente, até o momento, causa/efeito entre
os parametros de deformacao e os resultados de funcao sistolica no Mas-KO, mas € possivel sugerir
que a alteracdo pode estar relacionada a uma modifica¢do no arranjo das fibras miocardicas.

O movimento mecanico que determina a ejecdo do volume ventricular ¢ descrito como
dependente do deslocamento radial endocardico, que por sua vez ¢ condicionado pelo encurtamento
das fibras miocardicas em dois planos ortogonais, circunferencial e longitudinal, gerando forca
culminando com a contracdo (Maciver, 2012). No caso deste estudo detectou-se disfungdo de
movimentagdo epicardica, indicando que teria participagdo importante na capacidade de geragao de

tensdo parietal que contribua com a eje¢do, embora ndo tenha sido percebida nenhuma diferenca no
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tempo controle para WT e Mas-KO. E necessario citar que a maioria dos trabalhos nio avalia a
deformagdo epicardica em ambito experimental, ndo havendo padrdes de referéncia para fins de
comparagdo. Tee e colaboradores (2015) demonstram a possibilidade da avaliagdo epicardica com
o mesmo sistema de aquisicdo de imagem utilizado neste trabalho, mas foram utilizados
camundongos da linhagem Balb/C (Tee et al., 2015). Como anteriormente descrito, a diferenca entre
as linhagens pode determinar discrepancias nos resultados, embora alguns valores observados no
trabalho citado sejam proximos aos encontrados neste estudo.

A andlise de assincronia revelou de forma importante modificagdes no padrdo de
movimentacdo dos segmentos das paredes ventriculares, principalmente nos camundongos Mas-
KO, evidenciando a maior sensibilidade dessa linhagem em relacdo aos camundongos WT, e
demonstrando a importancia da integridade da via Ang —(1-7) — Mas como fator essencial na
geracdo de trabalho coordenado do coragdo. Apesar da caracteristica assicronica de varios
segmentos, ndo foi observada presenca de arritmia cardiaca de importancia, pelo menos para o nivel
de disfuncdo produzido. Foi observado grau menor de assincronia nos animais WT submetidos a
coarctacdo. Considerando a importancia da atividade sincicial e coordenada da musculatura em
gerar constantemente forca de forma adequada para manter o débito cardiaco na maior parte do
tempo, pode-se assumir que assincronia entre segmentos levard potencialmente a reducdo da
sinergia entre as paredes, podendo culminar com necessidade adaptativa para recuperar a perda
funcional. Desta forma torna-se necessario remodelamento miocérdico, j& que o trabalho gerado ndo

mais se encontra em equilibrio com as demandas teciduais.

7.5 Analise da expressiao génica

As respostas moleculares induzidas pela TAC em camundongos sdo bastante varidveis e
dependentes do grau de hipertrofia observado, como ja descrito na literatura (Mohammed et al.,
2012). O nivel de coarctagao aplicado no trabalho citado foi mais severo do que aquele observado
neste trabalho. Neste trabalho observou-se aumento no ANP, BNP e MHCRB apenas nos
camundongos WT apos a CAT. Em relagdo ao ANP, pode-se sugerir a possibilidade de que a
auséncia do receptor Mas impacta de forma importante sua liberagao, considerando que os animais
Mas-KO apresentam disfuncao sistolica significativa, e seria esperado que houvesse algum grau de
aumento em seus valores. Embora os camundongos Mas-KO SHAM tenham apresentado valores
basais de BNP aumentados em relacdo ao camundongos WT SHAM, apenas os animais WT

apresentaram aumento em seus valores apds a CAT. Podemos sugerir que a delecdo do receptor
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Mas também teria papel critico na liberacdo do BNP, principalmente em condi¢des de aumento de
tensdo parietal.

E descrito na literatura o aumento de MHCB ap6s a indugdo da CAT. Em estudo avaliando
um nivel de coarctagdo moderado a severo, houve elevagado significativa de mRNA para MHCS 28
dias ap6s o procedimento (Xiao et al., 2012). Houve aumento de MHCRB neste trabalho somente nos
animais WT. Sugere-se dessa forma que, assim como para o ANP, a delecdao do receptor Mas pode
ter papel importante para ativacao dessa resposta, pelo menos dentro do periodo de 30 dias apds o
procedimento.

Tanto animais Mas-KO como animais WT apresentaram aumento significante de colageno
I e TGFB apds a CAT. Esse aumento ¢ compativel com os resultados ecocardiograficos de aumento
de massa observados nos camundongos. Estudos j& relataram relagdo da estenose adrtica em
humanos com ativag¢do cronica do SRAA e o aumento de TGFB e coladgeno I e III (Fielitz et al.,
2001). Outro trabalho cita a importancia do TGFB como modulador do metabolismo da matriz

extracelular em coragdes submetidos a sobrecarga pressorica (Dobaczewski et al., 2011).

8. Conclusoes

Considerando os achados deste estudo, podemos concluir que:

- A delegao genética do receptor Mas induz no camundongo da linhagem FVB/N alteragdo funcional
importante caracterizada por disfungdo sistolica.

- A CAT induz resposta compensatoria de forma mais intensa no camundongo Mas-KO, ou seja a
delecao do receptor Mas torna esses camundongos mais sensiveis ao modelo.

- Tanto a ecocardiografia convencional como o speckle tracking foram capazes de demonstrar sinais
de adaptacgdo funcional no coragdo dos camundongos Mas-KO submetidos a CAT

- A técnica do speckle tracking demonstrou que a CAT intensifica de forma mais intensa a
assincronia dos segmentos miocardicos nos camundongos Mas-KO que nos camundongos WT

- O CAT induziu aumento de ANP, BNP e MHCB somente em animais WT, sugerindo que o

receptor Mas provavelmente participa da deflagracao dessas respostas.
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FEj. (%)
FE (%)
DC (ul/min)
VS (ul)
VDF (ul)
VSF (ul)
DVEd (mm)
DVEs (mm)
EPPd (mm)
EPPs (mm)
SIVd (mm)

SIVs (mm)
Massa VE (mg)
Massa VE (Corr./mg)
FC (bpm)

TE (ms)

TRIV (ms)
TCIV (ms)
Onda E (mm/seg)
Onda A (mm/seg)
E/A
Vel. Aortica (mm/seg)
IPM
E/TRIV
ERP

10. Anexos

WT Controle
(n=31)
70.57 £ 4,12

39,44 + 3,26
18,01 + 3,63
4233 +6,85
60,54 + 11,30
18,17 + 5,08
3,79+ 0,32
2,31£0,29
0,73 + 0,09
1,09 £ 0,11
0,67 + 0,08
1,00 £ 0,09
95,94 + 10,09
76,78 + 8,11
425,3 + 42,48
52,26 + 2,70
8,52+ 0,78
8,60 + 0,89
665,1 + 9437
382,1+ 98,37
1,79 0,51
897.8 + 144,1
0,335 + 0,07
78,50 + 12,63
0,40 0,11

WT SHAM 30
(n=9)
70,20 + 3,80

39,16 £ 3,10
29,90 + 5,05
44,6 +9.23
63,9 + 14,01
19,22 £ 5,39
3,82+ 0,31
2,35+0,23
0,92 +0,12
1,28+0,15
0,84 0,10

1.16 £0,13
1134+ 12,55
91,09 + 10,66

536,9 + 63,3
50,03 £ 3,26

8,39+ 041

8,33+ 0,78
788,9 +110,1
55521118

1,29+0,19
967,1 +£223,1
0,317 = 0,05
93,97 + 12,25

0,40 = 0,06

WT CAT 30
(n=9)
68,91 + 5,49

38,34 £4,19
19,77 £ 3,23
43,92 + 8,27
63,97 £ 13,41
19,92 £ 6,21
3,93 £0,45
2,39 +0,35
0,83 0,09
1,17+0,17
0,82 +0,12

1,18 +0,13
126,4 + 21,72
103,3 £ 17,47
459,4 + 69,37
54,80 + 4,37

798 + 1,47

7,88 £ 0,74
798,1 + 2081
446,6 + 144,8

2,14 +0,91
846,3 £ 194,3
0,280 + 0,023
103,2 + 30,75

0,43 +0,07

MAS KO

Controle (n=32)

49,00 = 5,94

24,36 + 3,53

14,03 + 2,35
30,11 +£4,54""
61,95+ 9,86
31,78 + 748"
3,82+ 0,29
2,900,226
0,68 + 0,09

0,78 + 0,09
0,62 +0,07

0,71+ 0,10
84,38 + 18,46
69,96 +9,11""

4674+ 4385

51,15+ 2,38
8,95+ 0,83"
8,80 + 0,78
679,5 + 109,6
401,5 + 92,72
1,75 + 0,39
909,7 + 99,89
0,348 + 0,03
76,70 + 15,01
0,33 + 0,06

MAS KO SHAM 30

(n=13)
49,09 + 4,75

24,72 +£223
16,30 £ 235
27,11 £3,67
66,81 = 13,46
34,29 + 9,58
3,96 + 0,33
2,99 + 0,31
0,73 £ 0,12
0,82 + 0,09
0,70 + 0,06

0,78 £ 0,06
99,4 + 14,69
79,66 + 11,69
506,9 + 50,26
52,91+4,18

8,42+ 0,81

8,33 +0,78
7404 £ 1152
439,6 £102,3

1,77 £ 0,54
939.8 +£139,2
0,321 + 0,04
89,29 + 20,06
0,37 £ 0,08

Tabela 8. Parametros ecocardiograficos para camundongos WT e MAS KO nos tempos 0, SHAM 30 e CAT 30

MAS KO CAT 30

(n=13)
5742+ 835"

29,85+ 5,53"""
16,14 +3,39°
33,86+ 5,70"
59,35 + 8,89
25,39 + 6,93
3,74+ 0,024
2,60 + 0,32
0,92 0,16
1,14£0,18
0,77+ 0,13

0,97 £ 0,14
114,2 + 20,81
92,33 £ 16,80
497,2 £ 51,00
53,81 £ 4,97

7,43 £126

7,40 + 0,86
7984 + 142,7
431,5+185,2

2,23+1,29
821,7+191,4
0,271 £ 0,03
111,1 £29.61

0,49 +0,11
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Figura 33. Curva de dissociagdo gapdh
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Figura 34. Curva de dissociagdo para Colageno 111
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Figura 35. Curva de dissociagdo TGFS3
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Fracao de ejegao (FEj)
EF LV ejection fraction (M-Mode) %
Fragao de encurtamento (FE)

FS LV fractional shortening (M- %
Mode)

Massa nao corrigida

LV Mass LV mass uncorrected (M-Mode) mg
Massa corrigida

LV Mass LV mass corrected (M-Mode) mg
(Corrected)

Volume diastdlico final (VDF)

LV Vol:d Left ventricle volume diastole (M- pL

Mode)
Volume sistdlico final (VSF)

LV Vol;s Left ventricle volume systole (M- pL
Mode)

Débito cardiaco (DC)

CO (LV Trace) Cardiac output volume

parameter of LV Mass LV trace
(M-Mode and AM-Mode)

Volume sistolico (VS)

SV (LV Trace) Stroke volume parameter of LV pL
Mass LV trace (M-Mode and AM-

Mode)

Figura 36. Formulas para os célculos ecocardiograficos (rotinas computacionais do equipamento utilizado)

90

mL/min

100 * ((LV Vol;d - LV Vol;s) / LV Vol;d)

100 * {(LVID;d — LVID;s) / LVID;d)

1.053 * ((LVID;d + LVPW:d + IVS;d)? —

LVID;d?)

LV Mass (M-Mode) * 0.8

70/(24 +1LVIDd) * LVID;d*

7.0/(2.4 +LVID;s) * LVID;s®

Stroke Volume * Heart rate (at the first point
drawn)/1000

NOTE: Each of the above input values are
from the appropriate mode

Diastolic Volume - Systolic Volume

NOTE: Each of the above input values are
from the appropriate mode



