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Efeitos da Administracao de Beta-Bloqueador na Remodelacao
Ventricular Induzida pelo Tabagismo em Ratos

Effects of the Administration of Beta-Blockers on Ventricular Remodeling Induced by Cigarette Smoking in Rats

Daniella R. Duarte, Lucienne C. Oliveira, Marcos F. Minicucci, Paula S. Azevedo, Beatriz B. Matsubara, Luiz S.
Matsubara, Alvaro O. Campana, Sergio A. R. Paiva, Leonardo A. M. Zornoff
Faculdade de Medicina de Botucatu, Botucatu, SP - Brasil

Resumo
Fundamento: O papel do sistema adrenérgico na remodelacao induzida pelo tabagismo é desconhecido.

Objetivo: Investigar a influéncia do propranolol na remodelacao induzida pela exposicao a fumaca de cigarro.

Métodos: Ratos foram alocados em trés grupos: 1) C, n=10 - animais controle; 2) F, n=10 — animais expostos a fumaca
de cigarro; 3) BB, n=10 - animais expostos a fumaca de cigarro e que receberam propranolol (40 mg/kg/dia). Apés
dois meses, os animais foram submetidos a estudo ecocardiografico e morfométrico. Utilizou-se analise de variancia
(ANOVA) de uma via (média * desvio padrao) ou Kruskal-Wallis (mediana e intervalo interquartil).

Resultados: O Grupo BB apresentou menor frequéncia cardiaca que o Grupo F (C = 358 = 74 btm, F = 374 + 53 bpm,
BB = 297 + 30; P = 0,02). O Grupo F apresentou maiores diametros diastélicos (C = 18,6 + 3,4 mm/kg, F = 22,8 = 1,8
mm/kg, BB = 21,7 = 1,8 mm/kg; P = 0,003) e sistdlicos (C = 8,6 = 2,1 mmkg, F = 11,3 = 1,3 mm/kg, BB = 9,9 + 1,2
mm/kg; P = 0,004) do ventriculo esquerdo (VE), ajustado ao peso corporal (PC) e tendéncia de menor fracao de ejecao
(C =0,90 + 0,03, F = 0,87 = 0,03, BB =0,90 = 0,02; P = 0,07) que o Grupo C. O Grupo BB apresentou tendéncia de
menor relagao VE/PC que o Grupo F (C = 1,94 (1,87 - 1,97), F = 2,03 (1,9-2,1) mg/g, BB = 1,89 (1,86-1,94); P = 0,09).

Conclusao: A administracdo de propranolol atenuou algumas variaveis da remodelacao ventricular induzida pela
exposicao a fumaca do cigarro em ratos. (Arq Bras Cardiol 2009;92(6):479-483)

Palavras-chave: Beta-antagonistas adrenérgicos/administracao & dosagem, remodelacao ventricular, tabagismo, ratos.

Summary
Background: The role of the adrenergic system on ventricular remodeling induced by cigarette smoking is unknown.

Objective: To investigate the influence of propranolol on ventricular remodeling induced by exposure to tobacco smoke.

Methods: Rats were divided into three groups: 1) C, n=10 — control group; 2) F, n=10 - animals exposed to tobacco smoke; 3) BB, n=10
- animals receiving propranolol and exposed to tobacco smoke (40 mg/kg/day). After 2 months, the animals underwent echocardiographic and
morphometric analyses. One-way ANOVA (mean = standard deviation) or the Kruskal-Wallis test (median and interquartile interval) was used.

Results: Croup BB showed a lower heart rate than group F (C = 358 = 74 bpm, F = 374 + 53 bpm, BB = 297+ 30; P = 0.02). Group
F showed greater end-diastolic diameters (C = 18.6 = 3.4 mm/kg, F = 22.8 = 1.8 mm/kg, BB = 21.7 = 1.8 mm/kg; P = 0.003) and left
ventricular (LV) end-systolic diameters (C = 8.6 = 2.1 mm/kg, F = 11.3 = 1.3 mm/kg, BB = 9.9 = 1.2 mm/kg; P = 0.004), adjusted for body
weight (BW) and a tendency towards a lower ejection fraction (C = 0.90 * 0.03, F = 0.87 = 0.03, BB =0.90 + 0.02; P = 0.07) than group
C. Group BB showed a tendency towards a lower LV/BW ratio than group F (C = 1.94 (1.87 - 1.97), F = 2.03 (1.9-2.1) mg/g, BB = 1.89 (1.86-
1.94); P = 0.09).

Conclusion: Administration of propranolol attenuated some of the variables of ventricular remodeling induced by the exposure to tobacco
smoke in rats.(Arq Bras Cardiol 2009;92(6):443-447)
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Introducao

Aremodelagao cardiaca pode ser definida como variagoes
no tamanho, massa, geometria, composicao e fungao
do coragao. Esse processo ocorre em resposta a diversos
estimulos, incluindo infarto do miocérdio, hipertensao arterial
sistémica, doenga valvar e mutagoes genéticas'. Inicialmente,
a remodelacao é processo adaptativo compensatério, desde
que as alteragdes morfolégicas podem restaurar ou preservar
a fungdo cardiaca em resposta a diferentes agressoes.
Cronicamente, entretanto, o processo de remodelagao resulta
em queda progressiva da fungdo ventricular, sinais e sintomas
de insuficiéncia cardiaca e morte'.

Recentemente, vdrios estudos mostraram que, no
modelo do rato, a exposicdo a fumaga do cigarro resulta em
remodelacao cardiaca, caracterizada por aumento da cavidade
ventricular esquerda, hipertrofia dos miécitos e queda da
funcao ventricular*®. Contudo, os mecanismos envolvidos
nesse fendmeno ainda permanecem por serem determinados.
Dentre os mecanismos envolvidos na modulacao das
alteragoes funcionais e morfoldgicas presentes em diferentes
modelos de agressao, a ativacao do sistema adrenérgico
parece desempenhar papel de destaque'®'". Assim, estudos
ja mostraram que o uso de beta-bloqueadores atenua a
remodelagao cardiaca em diferentes modelos experimentais
e clinicos'. No entanto, os efeitos da administragao de beta-
bloqueadores na remodelacao induzida pela exposicao a
fumaga do cigarro nao sao conhecidos.

Portanto, o objetivo desse estudo foi investigar a influéncia
da administragao de propranolol na remodelacao ventricular
induzida pela exposicao a fumaca de cigarro em ratos.

Métodos

O protocolo experimental do presente trabalho foi aprovado
pela Comissio de Etica em Experimentacio Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu, estando em conformidade
com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal, adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal.

Protocolo e grupos experimentais

Ratos Wistar, machos, pesando entre 200 ge 230 g, foram
alocados em trés grupos experimentais:

1) Grupo C, n=10 — formado por animais ndo expostos a
fumaca do cigarro;

2) Grupo F, n=10 — formado pelos animais que foram
expostos a fumaga de cigarro por periodo de dois meses;

3) Grupo BB, n=10 - formado pelos animais que foram
expostos a fumaca de cigarro por periodo de dois meses e que
receberam propranolol (40 mg/kg/dia) dissolvido na dgua de
beber. Estudo prévio evidenciou que essa dose possui efeitos
biolégicos no modelo do rato'. Como a medicacao estava
diluida em agua, foi realizado controle diario da ingestao de
racao e agua pelos animais.

A exposicao ao fumo

Para expor os animais a fumaga do cigarro, foi utilizado
o método proposto por Wang e cols.™, ja padronizado
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em nosso laboratério*®. No fim do periodo de estudo
experimental, os animais foram expostos a fumaga de
quarenta cigarros/dia. Com essa metodologia, a exposicao
a fumaca do cigarro resulta em remodelagdo cardiaca e
piora funcional®*.

Pressao sistolica caudal

A medida da pressao arterial sistlica (PAS) caudal foi
realizada duas semanas antes do sacrificio. Os animais
fumantes nao foram submetidos a exposicao a fumaca do
cigarro por periodo de 24 horas antes das aferigoes. Utilizou-
se plestimégrafo de cauda, constituido por um poligrafo
(Byo-Sistem PE 300, NARCO) com sensor colocado na
regido proximal da cauda e um eletroesfigmomandmetro,
possibilitando assim o registro grafico da pressao arterial. Os
animais foram aquecidos em caixa de madeira a 37°C, com
o calor gerado por duas lampadas de filamentos, por quatro
minutos, e transferidos para um suporte cilindrico de ferro,
especialmente desenhado para permitir a completa exposigao
da cauda do animal. Na regiao proximal da cauda foi colocado
o sensor (KSM-microfone) ligado ao plestimégrafo.

Avaliacao morfologica e funcional pelo ecocardiograma

Vinte e quatro horas ap6s o fim do periodo de observacao,
os animais foram submetidos ao estudo ecocardiografico.
Utilizou-se equipamento da Philips (modelo HDI 5500) dotado
de transdutor multifrequencial até 12 MHz. As estruturas
cardiacas foram medidas de acordo com as recomendagoes
da American Society of Echocardiography'. As medidas foram
feitas pelo mesmo observador, sem conhecimento a que
grupos pertenciam os animais.

Estudo morfométrico

Apbs o estudo ecocardiografico, os animais foram
sacrificados por administracdo de pentobarbitol. A relagao
entre o peso dos ventriculos (esquerdo e direito), ajustado
pelo peso corporal dos animais, foi utilizada como parametro
de hipertrofia miocardica'®'’. As medidas foram feitas
pelo mesmo observador, sem conhecimento a que grupos
pertenciam os animais.

Método estatistico

As comparagoes foram feitas pela ANOVA de uma via,
complementadas pelo teste de Tukey, quando os dados
apresentaram distribuicdo normal. Quando os dados nao
apresentaram distribuicdo normal, as comparagoes entre
os grupos foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis. Os
dados foram expressos em média = desvio padrdo (para
distribuicao normal) ou mediana com os percentis 25 e 75
(para distribuicdo nao normal). O nivel de significancia foi 5%.
As andlises estatisticas foram feitas com o programa SigmaStat
for Windows v3.5 (SPSS Inc, Chicago, IL).

Resultados

Em relagao a frequéncia cardiaca, os animais do Grupo
BB apresentaram menores valores em relagdo aos animais
fumantes (C = 358 = 74 bpm, F = 374 = 53 bpm, BB =
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297 + 30 bpm; P = 0,02). Por outro lado, ndo observamos
diferenga significativa na PAS caudal entre os animais dos
trés grupos (C = 117 (110-120) mmHg, F = 127 (110-140)
mmHg, BB = 117 (115-120) mmHg; P = 0,142).

Os dados do estudo ecocardiografico estao na Tabela 1.
As andlises morfolégicas mostraram que os animais do Grupo
F apresentaram maiores diametros diastélicos do ventriculo
esquerdo (VE), ajustados ao peso corporal (PC), em relagao
aos animais controle (C = 18,6 = 3,4 mm/kg, F = 22,8 =
1,8 mm/kg, BB = 21,7 = 1,8 mm/kg; P = 0,003). Por outro
lado, o grupo BB apresentou valores intermedidrios dessa
variavel, ja que nao houve diferenca em comparagao aos
valores tanto de C como de F

A andlise funcional mostrou que os animais do Grupo
F apresentaram maiores diametros sistélicos do ventriculo
esquerdo, ajustado ao PC (C = 8,6 = 2,1 mm/kg, F = 11,3 =
1,3 mm/kg, BB =9,9 = 1,2 mm/kg; P = 0,004) em relagao aos
animais controle. Novamente, o Grupo BB apresentou valores
intermedidrios dessa variavel, ja que nao houve diferenga em
comparagao aos valores tanto de C como de F. Do mesmo
modo, houve tendéncia de menor fragdo de ejecao (C =
0,90 = 0,03 %, F = 0,87 = 0,03 %, BB =0,90 = 0,02 %; P
= 0,07) no Grupo F em comparagdo com C e tendéncia de
menor porcentagem de encurtamento (C = 54 = 5, F = 50
+ 4, BB = 54 £ 4; P = 0,09) no Grupo F, que os animais
dos Grupos C e BB. Nao foram encontradas diferencas em
relacdo as outras variaveis.

Em relagao as variaveis morfométricas cardiacas (Tabela 2),
os animais do grupo BB apresentaram tendéncia de menores
valores do peso do VE ajustado pelo peso do corpo dos animais
(VE/PC), em relacao aos animais fumantes (C = 1,94 (1,87
~1,97) mg/g, F = 2,03 (1,9-2,1) mg/g, BB = 1,89 (1,86-
1,94) mg/g; P = 0,09). Nao foram encontradas diferencas em
relacao as outras variaveis.

Dados ecocardiograficos

Variaveis C (n=10) F (n=10) BB (n=10)
AE/PC (mm/g) 102+1,6 M7£17 128+14
DDVE/PC (mmvkg) 187+34 228+18* 217+£18
DSVE/PC (mm/kg) 86+2,11 1,3+14* 99+19
HDPP (mm) 1,50+ 0,41 1,29+0,2 141+0/1
HDPP/DDVE 0,20 (0,17-0,21) 0,18(0,17-0,22) 0,20 (0,17-0,21)
% enc 54+5 50 + 4# 54 +4
FE 0,90 +0,03 0,87 +0,03# 0,90 0,02
E/A 1,63+0,35 1,69+ 0,31 1,84 0,15

C - animais ndo expostos a fumaga do cigarro; F - animais expostos a
fumacga do cigarro por dois meses; BB - animais expostos a fumaga do
cigarro e tratados com propranolol por dois meses; PC - peso corporal
do rato; AE - didmetro do étrio esquerdo; DDVE - didmetro diastdlico do
ventriculo esquerdo; DSVE - didmetro sistdlico do ventriculo esquerdo
HDPP - espessura diastélica da parede posterior; % enc - porcentagem
de encurtamento; FE - fragéo de ejegdo; E/A - relagéo entre as ondas E
e A avaliadas do fluxo transmitral. Os dados foram expressos em média
+ desvio padrdo ou mediana e intervalo interquartil. *p<0,05 vs C; #
p<0,71vs CeBB.

Discussao

O objetivo desse estudo foi analisar o efeito da administragao
de beta-bloqueador no processo de remodelagao ventricular,
induzido pela exposicao a fumaca de cigarro em ratos. Os
resultados mostraram que o bloqueio dos receptores adrenérgicos
beta foi acompanhado por atenuacdo de algumas alteragbes
morfolégicas e funcionais causadas pelo tabagismo.

Alteragbes da geometria, volume, massa e constituicao do
coragdo, em resposta a agressao miocardica ou as alteragoes
nas condicoes da carga, tém sido estudadas com o nome
de remodelacao cardiaca™. Aceita-se que a hipertrofia e o
aumento da cavidade desempenham papel importante no
processo de remodelagao. Nossos dados confirmam estudos
prévios* em que o tabagismo foi acompanhado por aumento
da cavidade ventricular no modelo do rato. Adicionalmente,
um dos achados importantes do presente estudo foi que
a administracdo de propranolol, um beta-bloqueador nao
seletivo (com agao em receptores B1 e f2) resultou em valores
intermedidrios do didmetro distélico do VE, em comparagao
aos animais fumantes e controles. Inicialmente, nao foram
encontradas diferencas entre os animais BB e os fumantes.
No entanto, os valores de BB também nao foram diferentes
dos animais controle. Assim, nossos dados permitem sugerir
que o propranolol ndo preveniu, mas atenuou o aumento da
cavidade induzido pelo tabagismo.

Outro aspecto relevante refere-se ao fato de que,
classicamente, o processo de remodelagdo estd associado
com diferentes graus de disfuncao ventricular. Inicialmente,
as alteragoes morfoldgicas caracteristicas da remodelagao
podem ser consideradas como adaptativas frente as novas
condigbes de carga a que o coragao agredido é submetido.
Entretanto, cronicamente, podem ocorrer alteragdes genéticas,
moleculares e celulares cardiacas que sao capazes de levar a
piora progressiva da fungao ventricular'. Nossos dados estao
em consonancia com esse conceito, ja que o aumento do
didmetro diastélico do VE com o tabagismo foi acompanhado
por piora de indices da fungao ventricular esquerda, como o
didmetro sistdlico final, fragdo de ejecdo e porcentagem de
encurtamento do VE. Aspecto a ser considerado, refere-se ao
fato de que o propranolol resultou em valores intermedarios
entre os animais fumantes e os animais controle. Assim,
podemos inferir que a administragdo de beta-bloqueador nao

Dados morfométricos

Variaveis C (n=10) F (n=10) BB (n=10)
PC (g) 385 + 46 343+38 349 + 34
VE (mg) 0,69 (0,65-0,83) 0,66 (0,64-0,81) 0,66 (0,61-0,73)
VE/PC (mg/g) 1,94 (1,87-1,97) 2,1(1,9-2,1) 1,89 (1,86-1,94)*
VD (mg) 0,21+0,04 0,19 0,04 0,19+0,03
VD/PC (mg/g) 0,53 + 0,06 0,57 +0,09 0,55 + 0,06

C - animais néo expostos a fumaga do cigarro; F - animais expostos a
fumaga do cigarro por dois meses; BB - animais expostos a fumaga do
cigarro e tratados com propranolol por dois meses; PC - peso corporal do
rato; VE - peso do ventriculo esquerdo; VD - peso do ventriculo direito. Os
dados foram expressos em média + desvio padrdo ou mediana e intervalo
interquartil. *p<0,1 vs F.
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preveniu, mas atenuou as alteragoes funcionais induzidas pelo
tabagismo. Esse efeito é ainda mais relevante tendo-se em
vista que os animais tratados com propranolol apresentavam
menor frequéncia cardfaca. Fisiologicamente, a reducao da
frequéncia cardiaca esta associada com diminuigao dos valores
dos indices de ejecao ventricular, independente de variagbes
do estado contratil do miocardio.

Os mecanismos responsaveis pelas alteragbes morfolégicas
e funcionais cardiacas, induzidas pela exposicao a fumaga
do cigarro ndo estdo completamente esclarecidos. Existem
evidéncias suficientes mostrando que o monéxido de carbono
estd associado com apoptose, disfungao cardiaca, hipertrofia
e dilatagao da cdmara ventricular esquerda apds o infarto
experimental'®'. Trabalho anterior no modelo de rato mostrou
que a administragao de antioxidante atenuou a remodelagao
induzida pelo tabagismo, sugerindo que o estresse oxidativo
tem participagao fisiopatoldgica nas alteragbes cardiacas
provocadas pelo fumo®. De outra maneira, estudos prévios,
com periodos de observagdo maiores que o do presente
trabalho (quatro e seis meses), ndo observaram alteragbes no
PO, e na porcentagem de saturagio da hemoglobina pelo
0,>?. Assim, hipoxemia cronica e alteragbes na viscosidade
sanguinea secunddrias a hipéxia, potenciais candidatos
que poderiam explicar os resultados de nosso estudo,
provavelmente nao tem participagdo na fisiopatologia das
alteragdes induzidas pelo cigarro. Do mesmo modo, nao foi
encontrada associacao entre a remodelacao cardiaca induzida
pelo tabagismo e a ativagao de metaloproteinases dois e nove®.
Outro mecanismo potencial esta associado ao fato de que
dados anteriores mostraram que a administragao de nicotina
em ratos conscientes resultou em vasoconstricio. Assim, a
simpatectomia aboliu os efeitos vasoativos da nicotina®. No
mesmo modelo, a fumaca de cigarro causou elevagao dos
niveis de endotelina-1?' e a administragdo de antagonista
seletivo dos receptores A da endotelina atenuaram a resposta
pressorica induzida pela nicotina?’. Em outro estudo, a
administragao de nicotina diminuiu a sintese de prostaciclina
pelo endotélio vascular?. Adicionalmente, a administragao de
antagonista da vasopressina atenuou a vasoconstrigao induzida
pela nicotina nos vasos sanguineos da pele**. Em nosso
trabalho, entretanto, os animais expostos a fumaca do cigarro
e tratados com propranolol ndo apresentaram diferencas nos
niveis de pressao arterial em relagao aos animais nao tratados.
Dessa forma, nossos dados sugerem que a atenuagao da
remodelagao causada pelo propranolol nao foi resultado dos
efeitos da medicagao na pressao arterial.

Devemos considerar que a ativagao neurohumoral
poderia, por mecanismos autécrinos e paracrinos, resultar
em alteragbes em vias sinalizadoras intracelulares'>?. A
classica subdivisao de receptores p-adrenérgicos estabelece
trés subtipos: B1, B2 e B3 que ativam a adenil ciclase, por
meio da proteina G, aumentando os niveis de AMP ciclico,
com posterior estimulo da proteina quinase A. Essa, por
sua vez, causa a fosforilacdo de diversas proteinas que
modulam a contratilidade (por exemplo: canais L de calcio,
fosfolamban, troponina |, receptores de rianodina, SERCA2a)
e aremodelagdo cardiaca (fosfatidil inositol 3-quinase, fatores
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de crescimento, ERK, quinases ativadas por mitégenos, entre
outros). Assim, o bloqueio de receptores B-adrenérgicos
esta associado com menor remodelacdo secunddria a vérios
estimulos, tanto em estudos experimentais como clinicos'>°.
Nossos dados estao em concordancia com essas evidéncias,
ja que houve atenuagdo da remodelagao induzida pela
exposicao a fumaca do cigarro. Considerando que nao
houve diferenca nos niveis presséricos entre os animais
dos trés grupos, nossos dados sugerem que a atenuagao
da remodelagdo causada pelo propranolol provavelmente
envolveu vias de sinalizacdo intracelulares moduladas pelos
receptores B-adrenérgicos, mas que provavelmente nao foram
em decorréncia de efeitos hemodinamicos.

Um aspecto relevante do presente trabalho refere-se
as implicagbes clinicas dos nossos resultados. Existem
evidéncias de que o tabagismo pode resultar em alteragoes
morfolégicas e funcionais cardiacas em humanos. Por
exemplo, no estudo observacional CARDIA, fumantes
tiveram maior massa ventricular esquerda, em comparagao
com nao fumantes, avaliados por ecocardiograma?®.
Adicionalmente, a inalagao aguda da fumaga de cigarro
foi acompanhada por distdrbios da fungdo diastélica, em
pacientes com documentada doenca arterial coronariana®2.
Desse modo, existe a possibilidade de que a administragao
de beta-bloqueador possa interferir com as alteragoes
induzidas pelo tabagismo também em humanos.

Finalmente, nossos resultados devem ser analisados
considerando-se potenciais limitagbes. Em primeiro
lugar, as variaveis analisadas foram apenas parametros
ecocardiogréficos e de peso. Nosso trabalho ndo avaliou
outras variaveis envolvidas no processo de remodelagao
como, por exemplo, contetido de coldgeno intersticial. Outro
aspecto é que apenas algumas das varidveis analisadas foram
estatisticamente diferentes. Esse fato se deu, provavelmente,
em decorréncia do pequeno nimero de nossa amostra.
Entretanto, apesar dessas limitagbes, acreditamos que as
varidveis analisadas foram suficientes para caracterizar o
processo de remodelagdo induzido pelo tabagismo e mostrar
efeitos biolégicos com o propranolol.

Em conclusdo, a administracdo de propranolol nado
preveniu, mas atenuou algumas das varidveis da remodelagao
ventricular induzida pela exposicao a fumaga do cigarro em
ratos.
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