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Enalaprilato na Prevencao da Hipertrofia Ventricular
Esquerda Induzida pelo Isoproterenol
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Objetivo - Avaliar seo enalaprilato, drogainibidora
da enzima de converséo da angiotensinal, previne a
hipertrofia ventricular esquerda (HVE) induzida pelo
isoproterenol.

Métodos - Foram divididos em 4 grupos, 72 ratos
Wistar-EPM: CON controle; ENA, tratados com enala-
prilato (1mg/kg via subcuténea (sc) por 8 dias); 10, tra-
tados com isoproterenol (0,3mg/kg via sc/8 dias) e
ENA+|S0, tratados simultaneamente com ambas asdro-
gas. Em 10 animais de cada grupo foram determinadas a
freqiiéncia cardiaca (FC) eapressdo arterial (PA) everi-
ficado o peso de ventriculo esguerdo (VE). Em8 animais
de cada grupo, fragmento do VE foi corado com hema-
toxilina-eosina e picro-sirius e preparado para estudo
morfométrico eultra-estrutural, respectivamente, commi-
croscopio deluz e eletronico.

Resultados- Nos grupos estudados (CON, ENA, |SO
e1S0+ENA) néo ocorreramvariagdes na PA. Os grupos
| O el SO+ ENA exibiramaumentossignificantesnaFC. O
grupo 1SO apresentou aumento significativo do peso do
VE (PU= 0,821g e PS= 0,2049), quando comparado ao
grupo CON. O grupo ENA n&o exibiu modificacdo depeso
do VE guando comparado ao grupo CON (PU= 0,590g e
PS= 0,139g). No grupo ENA+1SO (PU= 0,737g e PS=
0,1779) constatou-se diferenca de peso ao ser comparado
aosgrupos| SO eCON. Aandlisesmorfométricaeultra-es-
trutural mostraram que o 1 SO induziu hipertrofia dos
cardiomiécitose aumento do tecido conjuntivo comdepé-
sitodefibrascoldgenasdotipol. O enalaprilato associado
comisoproterenol atenuou importantemente aquela ma-
nifestacao.

Concluso - O enalaprilato inibiu a acédo do isopro-
terenol sobre os cardiomidcitos, evitando parcial mente,
nadose utilizada, a HVE ediminuindo tambéma quantida-
dedefibrascolagenas.

Palavras-chave:  hipertrofiaventricular, isoproterenol,
enalaprilato

Enalaprilat Prevents the Left Ventricular
Hypertrophy Induced by Isoproterenol

Purpose - To evaluate whether the enalaprilat, an-
giotensin| enzyme conversioninhibitor, could prevent the
left ventricular hypertrophy (LVH) induced by isoproter-
enol.

Methods - Seventy two adult Wistar-EPM rats were
dividedintofour groups: CON, control; ENA, treated with
enalaprilat (1mg/kg via subcutaneous (sc) for 8 days);
IS0, treated with i soproterenol (0.3mg via sc for 8 days) e
ENA+1S0, treated with both drugs simultaneously. Each
group had the arterial blood pressure, cardiac rate and
theleft ventricle (LV) weight determinedin 10 animals. In
8 animalsfromeach group a small samplewastaken from
the LV and stained with hematoxyline-eosine and
picrosiriusfor morphometric and ultra-structural studies
with optic and transmission el ectronic microscopy.

Results - The SO group showed that the LV weight
increased 47% in comparison with control. On the other
hand the ENA+1SO group showed only 22.1% increase
(p<0.05). The morphometric and ultra-structural analy-
sesreveal ed that i soproterenol induced cardiomyocite hy-
pertrophy and augmented the content of the type | col -
lagen inthe cardiac interstitium.

Conclusion - Enalaprilat inhibited theisoproterenol
action on the cardiomyocite, avoiding partially the LVH
and decreasing the content of collagen fibers.

Key-words ventricular hypertrophy, isoproterenol,
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A hipertrofiaventricular esquerda (HVE) é um dos
maisimportantes fatores de risco nas doencas cardiovas-
culares. Paralelamente aos fatores de risco tradicionais,
como tabagismo, dislipidemia e hipertenséo arterial
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sstémica(HAS), cadavez maisseenfatizamaprevencdoeo
tratamentodaHVE™.

Do ponto devistamorfol 6gico, aHV E € um processo
dependente do aumento devolumedoscardiomidcitospela
sintese de novas unidades de sarcomerosedaproliferacéo
defibrascolégenasee ésticas, constituintesfundamentais
daarquiteturamiocardica. O aumento progressivo dacon-
centracdo de col &geno parece exercer umasériede efeitos
adversosno comportamento mecani co do coracdo, prejudi-
cando orelaxamento diastélico, interferindo natransmissdo
deforgasparaasfibrasmuscul aresadjacentese, find mente,
odesenvolvimento detensdo duranteasistole. Alémdisso,
aacentuacdo do processo fibrético poderatambéminduzir
atrofiadoscardiomiécitos, criando um cendrio deisquemia
eisolamento elétrico dessascélulas, facilitando ainstalacéo
de substrato anatémico para o desenvolvimento de arrit-
mias e outras manifestagdes cardiacas®4.

Variosmodel os experimentai stém sido utilizadosno
estudo HV E. Osmaisusadosinduzem elevacdo dapressio
arterial (PA), provocando uma sobrecargaventricular 5.
Alternativamente, pode-seproduzir aHV E atravésde meca-
nismo n&o-pressdrico ou humoral quendo el evaaPA como,
por exemplo, o isoproterenol 8°. Estadrogaativaosrecep-
toresbeta-adrenérgicos, diminuindo aresi sténciavascular
periféricaeaPA diastolica, estimulando mecanismos
bioguimicosemolecul arescel ularesmoduladoresdaHV E.
Héaevidénciaqueeste processo complexo contacomapar-
ticipacéo devériosmediadores, destacando-se, além daati-
vacdo dosreceptores-betaedaproteinaG, oincrementodo
Ca™*intracelular, do AMPciclico, dafosfolipaseequinase
protéicaC, culminando com aativacdo devériosfatoresde
transcricdo nuclear, como osprotooncogenes c-myc, c-jus
ec-fos1012,

O objetivo principal destetrabalho foi avaliar seo
enalaprilato, drogainibidora da enzimade conversdo da
angiotensina(ECA), pode prevenir aHV E induzida pelo
isoproterenol, analisando, também, o comportamento dos
cardiomidcitos e adistribui¢do das fibras coldgenas no
miocardio.

Métodos

Foram utilizados 72 ratos (rattus nover gicusal binus)
dalinhagem Wistar-EPM, machos, pesando entre 250 a
300g, distribuidos ao acaso em quatro grupos. Osanimais
do controle (CON) foram submetidos adoses subcuténeas
(sc) di&riasdelmL/kgdesorofisiol 6gico (SF) as8hedleode
olivalmL/kgas|8h. O grupotratado comenalaprilato (ENA)
foi submetido adosedelmL/kgdeenalaprilato, em solugdo
delmg/mL as8hedleodeolivadeformasimilar aocontrole
as18h. O grupo tratado com isoproterenol (1SO) recebeu
dose de SF igual ao grupo CON as 8h eisoproterenol em
oleodeoliva, ImL/kg sc, em solugéo de0,3mg/mL asl8h.O
grupotratado com enal aprilato eisoproterenol (ENA +1SO)
recebeu dose deenal aprilato, igual ado grupo ENA as8he
dosedeisoproterenol similar ao grupo 1SO as18h. O periodo
experimental paratodososgruposfoi deoitodias.
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Em cadagrupo, 10 animaisforam separadosparadeter-
minagdo do peso do ventricul o esquerdo (VE), frequiéncia
cardiaca(FC) ePA. Oscoragdesforam retiradoscomimedi-
ataseparacdo dosétriosedo ventricul o direito, mantendo o
septointerventricular como partedo VE, determinando-se
imediatamente o peso tmido em balancaanalitica. A seguir,
essescoragdesforam col ocadosem estufapor 24hal00°C,
avaliando-se 0 peso seco.

Para adeterminacdo da PA sistémicaedaFC, nodia
anterior ao término do experimento, em 10 animaisde cada
grupoforaminstalados, apdsanestesiacom éter etilico, ca-
teter depolietileno (PE-50) daClay Adams, naartériailiaca
internadireitapor 24h. Apés este periodo, registradosem
poligrafo Gould 2200SaPA eaFC.

Em oito animaisdecadagrupo, aofinal do estudo, fo-
ram retirados os coracfes aindanavigénciade contragdes
eobtidosfragmentosparamicroscopiadeluz eeletrénicade
transmissdo 14, Oscortesforam coradosem hematoxilina-
eosina(HE) paraandisemorfol 6gicaehistometria®®. Tam-
bémfoi utilizado acol oragdo com hematoxilina-picro-sirius
para observacdo do tipo de colageno *°.

Asvariaveis continuas estdo apresentadas como mé-
diaedesvio-padréo. Naavaliacdo dosresultadosfoi aplica-
do oteste de andlise devariénciapor posto de Kruskal -
Wallis, complementada pel o teste de comparagdes multi-
plasquando necessé&rio. Emtodosostestesfixou-seem 5%
(alfa=<0,05) onivel derejeicao dahipétesedenulidade, as-
sinalando-se com um ou doisasteriscos (*) (**) osvalores
significantes.

Resultados

O peso Umido e seco do VE mostraram incremento
substancial nogrupo | SO emrelagdo aosdemais. Compara-
tivamenteaosgruposCON eENA, ogrupo ENA+ISOtam-
bém apresentou aumento de peso, mas significativamente
inferior ao encontrado no grupo 1 SO (p<<0,05) (tab. I).

Em relacdo ao comportamento daPA ndo houvedife-
rencaentre os grupos. Ja a FC apresentou um aumento
significantenogrupo | SO el SO+ENA, comparativamente,
a0 grupo CON eENA. O demaisresultados referentes as
variaveispeso do animal no final do experimento, relacéo
pesodoV E/peso do rato, rel agdo peso Umido/peso seco do
V E e propor¢do de pontos sobre nticl eo e citoplasmaestéo
discriminadoscomo médiaedesvio padréo natabelal .

O miocérdiono grupo | SO apresentou asfibrasmuscu-
lares mais volumosas (fig.1). Nas éreas proximas do
endocérdio, observou-se nitidaproliferacéo de célulasdo
tecido conjuntivo, predominantementefibroblastos, emaior
concentracdo defibras col &genas entre as fibras muscul a-
res. Pela colorag&o do picro-sirius constatou-se que essas
areas eram ricas em colageno do tipo I. Namesmaregido
também foram observadas ocasi onal mente pequenaséreas
denecrose. Nogrupo | SO+ENA aarquiteturado miocardio
apresentou-se semel hante ao do grupo CON. No entanto,
em raros locais foi observado ténue proliferacdo de
fibroblastosedefibrascolégenas(fig. 2).
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Tabelal - Valores médio e desvio-padr&o das variaveis nos grupos estudados
Controle Enal aprilato |soproterenol Enalaprilato + Isoproterenol

Peso (g) dos animais 278+11 281+17 279410 281+11
Press3o arterial - mmHg 113,0+5,9 1155+7,2 113,0+5,9 115,5+8,0
Frequénciacardiaca- bpm 32949, 323,0£12,9 340,5£7,1 * 338,7+13,0 *
Peso seco - VE (gm) 0,145+0,010 0,139+0,010 0,204+0,010* 0,177+0,010**
Peso imido - VE (gm) 0,590+0,030 0,590+0,050 0,821 +0,040* 0,737+0,070**
Relagdo peso VE/peso  animal 0,521+0,060 0,493+0,030 0,730£0,060* 0,629+0,040*
Relacdo peso seco/peso  Umido 24,4+1,65 23,2+0,99 24,5+1,28 24+1,46
Proporgdo pontos sobre nucleos e citoplasma 85,8+1,64 86,3+1,68 98+1,68 * 87+1,38
* p=<0,05 (grupo 1SO vs CON); ** p<0,05 (grupo 1SO vs ENA+ISO).

Nas el etromicrografiasdo grupo | SO foram observa-
daslinhas Z aumentadas em comprimento, caracterizando
aumento de sarcdmerospor maior concentracdo demiofile-
mentos- espessosedel gados- bem como do espagointerfi-
brilar, eacimulo defibrilascoldgenas(fig. 3). JAemrelacdo
aogrupol SO+ENA, asel etromicrografiasnéo apresentaram
ateragBesultra-estuturais; asmiofibrilasestavambem orga-
nizadas e com mitocéndrias integras similares ao grupo
CON(fig.4).

Discussao

Satisfazendo apropostainicial depromover HVE sem
induc&o dahipertensdo arterial, aPA sistémicaemtodosos
gruposestudadosndo variou emrelacdo ao grupo CON. O
grupo I SO apresentou aumento decercade47 €39 %, res-
pectivamente, no peso seco e Umido em rela¢do ao grupo
CON. O percentua deperdaliquidanacomparagéo entreo
peso Umido e seco do VE foi constante nos quatro grupos,
sugerindo que a hipertrofia desencadeada pel o isoprote-
renol ndo ocorreu por edemaintersticial, maspor aumento
da massa miocardica. Dado também confirmado pela
microscopiadtica.

Fig. 1- Fotomicrografiamostrando porgéo do coracdo derato pertencente ao grupo
tratado com isoproterenol (1SO). Notar cardiomidcitos hipertrofiados, cortados
transversalmente. Observar aindaentre oscardiomiécitosproliferagéo decélulasdo
tecido conjuntivo. Hematoxilina-picro-sirius, 350x.

Oisoproterenol causahipertrofiamiocardicapor acdo
diretanos receptores beta e pel o estimul o naproducéo de
reninae angiotensinall, desencadeando processo hiper-
trofico miocardico, através de estimulagdo dos receptores
AT1, moduladospelaproteinaG que, viafosfolipase C, ativa
as proteinas quinase C 16, Qutro mecanismo possivel de
hipertrofia do isoproterenol seriasecundario aagdo ino-
trépicae cronotrdpicapositivasobre o coragdo. E reconhe-
cido que o estiramento dasfibras cardiacas desencadeiao
processo hipertréficoviaadenilciclasee AMPc, estimulan-
do aexpressdo de protooncogenes *'.

Quando associamos o enal aprilato aoisoproterenol a
hipertrofia, tomando como parémetro o pesodo VE, foi de
apenas 22,1%. I sto pode ter ocorrido devido abloqueio na
formagdo daangiotensinall. Deacordo comNaganoecol %6,
que dosaram aangiotensinall plasmética e tecidual no
miocardio deratos, aposo uso combinado deisoproterenol
eenalaprilato, houveinibi¢do daECA tantononivel sérico
como ho tecidual, bloqueando aformagdo daangiotensina
I1 eahipertrofiamiocardica. Tambémreferem queaangioten-
sinall apresentou acéo exacerbadapel oisoproterenol, ele-
vando-se no plasmae no tecido cardiaco. Tiveram, no en-
tanto, seus niveis diminuidos pel o enal aprilato. Estudo de

Fig. 2 - Fotomicrografia mostrando parte do coracdo de rato tratado com
isoproterenol eenalaprilato (I SO+ENA). Notar miocérdio contendo cardiomiécitos
cortados transversalmente e o endocérdio na porgdo maisinterna. Hematoxilina-
picro-sirius, 350x.
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Fig. 3 - Eletromicrografia de parte de dois cardiomidcitos do grupo tratado com
isoproterenol, separados por sarcolema (setas), disco intercalar caracteristico (di),
aumento do espago interfibrilar com acimulo de fibrilas col &genas (fc). Notar
miofibrilas hipertrofiadas. Aumento: 25.380x.

Kohlmann e col *® corrobora esses resultados. Utilizando
enal april osautoresdiminuiram o turnover deadrenalinae
noradrenalina tecidual e plasmatica em ratos néo-
hipertensos.

Outros estudos sobre a prevencdo daHVE induzida
peloisoproterenol, desenvolvidosinclusiveem nosso gru-

L 1 al|
Fig. 4 - Eletromicrograia de parte de fibramuscular cardiaca do grupo tratado com
enalaprilato eisoproterenol, mostrando parte de cardiomidcitos com mitocdndrias
integras(m), miofibrilasbem organizadas. Aumento: 25.389x
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po, demonstraram resultados semelhantes com o vera-
pamil, droga bloqueadorados canais de célcio, tornando
atraente a hipétese de que ainterferénciana agdo do iso-
proterenol ndo sefaz exclusivamente no nivel do receptor
especificodemembrana, mas, provavel mentetambém, com
outros mediadores 1%,

Paraevitar falhastécnicas relativas ao isolamento e
pesagemdo VE, foi realizadaaavaliagdio morfométricacujos
resultados concordaram com as mensuracdes do peso
ventricular. A histometriado grupo | SO apresentou aumen-
tosignificantedo volumedos cardiomidcitos, quando com-
parado aosgruposCON, ENA eENA+1 SO. Estesresultados
sdo similaresaos de Taylor e Tang # que, empregando a
mesmadosedeisoproterenol utilizadasnestetrabal ho, ob-
servaram apenas hipertrofia dos cardiomidcitos e pouca
necrosecelular.

A andlise histométricaneste estudo confirmouaHVE
erevel ou grande quantidade de col geno, mas com escas-
sas areas de necrose. Por outro lado, alguns estudos com
isoproterenol descreveram areas de necrose celular exten-
sas ou frequientes, sugerindo que essas alteracdes seriam
de naturezaisquémica pel o aumento abrupto e intenso do
trabal ho cardiaco sem o necessario aporte de oxigénio. A
criticaquefazemos € que essestrabalhosutilizaram doses
muito maioresdeisoproterenol queaempregadano presen-
te estudo 2%,

A formag&o de coldgeno determinarigidez do mio-
céardio, levandoinicia menteaumainsuficiénciadiastélica
Talvez sejaeste 0 primeiro mecanismo protetor dafungéo
miocardica, evitando neste estagio a dilatacdo excessiva
dacamaracardiaca. Posteriormente, ocorreainsuficién-
ciasistolica, comaatrofiados cardiomiécitoseacimulo
defibrascolagenas, isolando-os eletricamente e crian-
do condicdes para o aparecimento de focos arritmo-
génicos 425,

A hipertrofiadoscardiomidcitoseo aumentodecol &
genonogrupo | SOforam bemvisibilizadosemtodasas co-
loragBes utilizadas neste estudo (hematoxilina-eosinae
picro-sirius). Sob aluz polarizada nos cortes corados com
picro-sirius, observamos nitido predominio de colageno
tipol nomiocardiodogrupolSO. NosgruposCON eENA,
o miocérdio apresentou-secom estruturanormal. No grupo
ENA+1SO, observamosal ém doscardiomiécitoscom estru-
turapraticamentenormal, menor formag&o decol agenotipo
I, talvez pelo bloqueio da formac&o da angiotensinall
plasméticaetecidua eagdo naproteinaG dosreceptoresda
angiotensinall edoscanaisdecalcio, oquediminuiriaaati-
vacao dosfibroblastos, células responsaveis pela produ-
cdodocolégenotipol 2%, Assim, o miocardio prevenir-se-
iados danos causados pel o isoproterenol.

Concluindo, aadministragcdo do enal aprilato preveniu
significativamenteaHV Einduzidapel oisoproterenal, cons-
tatadatanto através de observagao com microscopiadptica,
pelaintegridadedaultra-estruturamiocardica, quanto atra-
vés damicroscopia el etronicaem relagdo ao aumento das
mitocdndrias, tamanho dos sarcdmerose quantidadeetipo
defibras colégenas.
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