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RESUMO

PEDREIRA-SILVA, Camilla. Papel do 17 B-estradiol no modelo de hipertrofia cardiaca
induzida pelo isoproterenol em ratas. 2009.62f. Dissertacdo ( Mestrado em Medicina
Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

Um estudo pouco frequente no modelo de hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol, é
aquele referente ao papel dos estrogenos no desenvolvimento da hipertrofia miocardica.
Portanto, neste trabalho, buscou-se a padronizacdo do modelo de hipertrofia cardiaca induzida
pelo isoproterenol, bem como, a avaliagdo do papel dol7 B- estradiol neste modelo. Na
primeira etapa foram utilizadas ratas Wistar (200 — 250g) que foram tratadas com diferentes
doses de D-L cloridrato de isoproterenol (Iso): 0,5 (Iso 0,5), 5 (Iso 5), 10 (Iso 10) mg/kg/dia,
s.c., durante 8 ou 16 dias (n=10/grupo).O Eletrocardiograma (ECG), ecocardiograma (ECO) e
analise histologica foram realizados ao final do experimento (8 ou 16 dias). Na segunda etapa
ratas Wistar foram ovariectomiazadas bilateralmente (Ovx) ou falso- operadas (sham) e 48
horas apds foram tratadas com Iso (Smg/kg/dia) s.c ou veiculo (salina 0,9%) s.c, durante 16
dias, formando os seguintes grupos: sham+salina, Ovx+salina, sham+Iso e Ovx+Iso. Quatro
grupos adicionais foram tratados com benzoato de estradiol nas doses de 7pg/kg/dia
(Ovx+E,.7+Iso e Ovx+E,.7) ou 140pg/kg/dia (Ovx+E;.140+Iso e Ovx+E,.140) durante 16
dias (n=10/grupo). A dose de Iso foi dividida duas vezes ao dia ¢ a administracdo hormonal
foi feita uma vez ao dia. Duas semanas antes do inicio do experimento foi realizado o
acompanhamento do ciclo estral das ratas sendo descartadas do experimento aquelas que nao
apresentavam trés ciclos regulares consecutivos. Ao final do experimento foram realizados o
ECG e os estudos post mortem. Os grupos Iso 0,5 , Iso 5 e Iso 10 apresentaram um aumento
significativo do indice cardiaco (IC) quando comparado com o controle (p < 0,001). O grupo
tratado com Iso durante 16 dias (Iso 5) apresentou um aumento no indice cardiaco quando
comparado com o mesmo grupo durante 8 dias. No ECG houve aumento no indice QRS
somente nos grupos Iso 5 e Iso 10. Os grupos tratados com Iso mostraram uma fibrose
subendocardica ventricular. Na segunda etapa todos os grupos tratados com Iso apresentaram
um aumento no IC quando comparado com os seus respectivos controles. O Ovx+E,.140+Iso
apresentou aumento significativo do IC quando comparado ao Ovx+Iso. Ao contrario do
indice cardiaco, ndo houve diferenga estatistica entre a amplitude do complexo QRS do
Ovx+E,.140+Iso e Ovx+Iso. A hipertrofia cardiaca induzida pelo Iso parece ser tempo e nao
dose dependente, pelo menos no tempo e dose utilizada.A fibrose parece ser dose dependente
a partir da utilizacdo de doses maiores de Iso. O estrogeno na dose de 140 pg/kg/dia
potencializou a hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol, porém o ECG ndo foi
sensivel em detectar essa diferenca e o estrogeno, no protocolo utilizado, ndo reduziu a
porcentagem de fibrose no modelo de hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol.

Palavras chaves: hipertrofia, isoproterenol, estradiol



RESUMO

PEDREIRA-SILVA, Camilla. Role of 17 - B estradiol in model of cardiac hypertrophy
induced by isoproternol in rats. Dissertation (Master Science in Medicine Veterinary) Instituto
de Veterinaria. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

The role of estrogen in isoproterenol-induced cardiac hypertrophy model is not often studied
so far. Therefore, the main purpose of this study was to investigate the best protocole of
isoproterenol-induced cardiac hypertrophy and assess the role the 17 B- estradiol in this
model. In the first part female Wistar rats were treated with different doses of D-L
isoproterenol chloride: 0,5 (Iso 0,5), 5 (Iso 5), 10 ( Iso 10) mg/kg/day, or vehicle (saline
0.9%) s.c., during 8 or 16 days (n = 10/group). The electrocardiography (ECQG),
echocardiogram (ECO) and histology were performed in the end of the experiments (8 or 16
days). In second part, female Wistar rats were ovariectomized (Ovx) or false operated
(sham) and 48 hours after were treated with isoproterenol (5mg/kg/day), s.c. or vehicle (saline
0.9%) during 16 days (n=10/ group) comprising the groups as follow: sham+saline,
Ovx+saline, sham+iso e Ovx+iso. Four additional groups were treated with estradiol
benzoate: 7 pg/kg/day (Ovx+E,.7+iso e Ovx+E,.7) or 140 pg/kg/day (Ovx+E,.140+iso)
during 16 days (n = 10/group). The dose of isoproterenol was divided into twice a day while
estrogen administration once a day. Two weeks before the beginning of the experiments,the
rats underwent estrous cycle assessment and those which did not present three consecutive
regular cycles were excluded from the study. ECG, and post- mortem studies were performed
in the end of the experiments. The groups ISO-0.5, ISO-5 and ISO-10 showed a significant
increase in cardiac index when compared to control groups (p < 0,01). The groups treated
with isoproterenol during 16 days showed cardiac indexes higher than those treated with the
same doses but during 8 days (p < 0,05). ECG showed increase QRS index only in the ISO-5
and Iso -10 groups. The groups treated with isoproterenol showed subendocardic fibrosis,
especially in the left ventricle. In second part of this study, the groups treated with
isoproterenol showed a significant increase in cardiac index (IC) when compared to control
groups. O Ovx+E,.140+iso showed significant increase in IC when compared to Ovx+iso (p <
0,05).The cardiac hypertrophy induced by isoproterenol was time but not dose-dependent, at
least in the dose used herein. The fibrosis seems be dose-dependent from the use of bigger
doses. High dose of 18-beta estradiol enhanced isoproterenol-induced cardiac hypertrophy
which was not detected by conventional ECG assessment.

Key Words: cardiac hypertrophy, isoproterenol, 17 B-estradiol



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

Ang II - angiotensina II

AQRS — vetor (angulo) médio da despolarizagio
ATI1- receptor para angiotensina II

B—AR - receptores -adrenérgicos

al-AR- receptores al-adrenérgicos

aVR, aVL, aVF — derivagdes unipolares
CYP450 - aromatases do complexo enzimatico citocromo P450
D1, D2,D3 —derivacdes bipolares cléassicas
DAG - Diacilglicerol

DDF — diametro diastdlico final

DLL - dominio de ligagdo ao ligante

DSF — diametro sistolico final

E/A —relac¢dao onda E / onda A

ECA — enzima conversora de angiotensina
ECG - eletrocardiograma

ECM - matriz extracelular

ECO - ecocardiograma

ERE - elementos de resposta a estrogenos
ERK - quinase regulada por sinal extracelular
ET1 - endotelina 1

FAK - quinase de adesdo focal

FE — frag¢do de encurtamento

FGF - fator de crescimento de fibroblatos
GPC - receptor acoplado a proteina G

Gs - proteina G estimulatoria

IC- indice cardiaco



ICC — insuficiéncia cardiaca congestiva

IGF — fator de crescimento semelhante a insulina
IH — indice hepatico

IP — indice pulmonar

IP3 — trifosfato de inositol

iQRS - indice do complexo QRS

Iso - DL-cloridrato de isoproterenol

JUNK - a quinase c-jun NH2-terminal

LTCC — canal para calcio tipo L

MAPK - proteina quinase ativadora mitogénica
MKP1 - fosfatase quinasel

m TOR - alvo para rapamicina em mamiferos
NFAT - fator nuclear ativador de célula T

PKA — proteina quinase A

PKC - proteina quinase C

PLC - fosfolipase C

QTc — intervalo QT corrigido

RE-E — complexo receptor e estrogeno

S.C — subcutaneo

SRC - tirosinas quinases coativadoras de receptores esteroidais
TGF — B — fator de crescimento transformador 3

VE - ventriculo esquerdo
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1 INTRODUCAO

A hipertrofia cardiaca ¢ um dos mais importantes fatores de risco nas doengas
cardiovasculares. Paralelamente aos fatores de risco tradicionais, como tabagismo,
dislipidemia e hipertensdo arterial sistémica, cada vez mais se enfatizam a prevencdo € o
tratamento da hipertrofia cardiaca. A hipertrofia cardiaca é caracterizada pelo aumento de
massa do miocardio por aumento do volume dos cardiomiocitos e do nimero de fibroblastos.
Uma condi¢do importante para o estabelecimento da hipertrofia ¢ a sobrecarga patologica de
pressao e/ou volume, que ativam processos de regulagdo neurohumorais. Apesar de em curto
prazo parecerem sistemas benéficos para a manuten¢do da fungdo cardiaca, em longo prazo
tornam-se parte de um ciclo vicioso, que culmina na diminui¢ao da fungdo miocéardica.

A doenca cardiaca inclui inimeras anormalidades anatomicas e fisiologicas de
etiologias diversas. Na Medicina Veterinaria uma das patologias cardiacas mais prevalente em
pequenos animais € a hipertrofia cardiaca. Além disso, a insuficiéncia cardiaca congestiva ¢
uma condigdo patologica grave que em muitos casos tem como principal complicador a
hipertrofia miocérdica.

Portanto, a utilizagdo de modelos animais de hipertrofia cardiaca torna-se
extremamente relevante para o melhor entendimento dos processos fisiopatologicos
envolvidos e, posteriormente, para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais
eficazes. Assim, diversos modelos experimentais foram descritos para estudar a fisiopatologia
da hipertrofia cardiaca, inclusive, o modelo que utiliza o isoproterenol, um agonista -
adrenérgico. No entanto, os protocolos disponiveis na literatura sdo variados quanto a
padronizacdo de doses, via de administragcdo, periodo de tempo de inje¢do e até mesmo,
quando se ¢ especificado, aos isomeros Opticos utilizados (levogero, dextrogero ou mistura
racémica). Em relagdo a avaliacdo funcional cardiaca neste modelo, a maioria dos trabalhos se
restringem a estudos hemodinamicos ou de biologia molecular, sendo as avaliagdes eletro e
ecodopplercardiograficas ainda muito restritas.

Outro estudo ainda pouco freqliente no modelo de hipertrofia cardiaca induzida pelo
isoproterenol ¢ aquele referente ao papel dos estrogenos (E,) no desenvolvimento da
hipertrofia miocéardica. Portanto, neste trabalho, buscou-se a padronizacdo do modelo de
hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol, bem como, a avaliacdo do papel do E, nesse
modelo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos Epidemiologicos das Doengas Cardiovasculares

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as doencgas cardiovasculares lideram as
causas de morte no mundo. Dentre essas doencas, a hipertrofia ventricular constitui um
indicador de grande relevancia no risco de morbidade e mortalidade cardiovascular. Segundo
o “Framingham Heart Study”, os individuos que apresentam hipertrofia ventricular,
diagnosticada por alteracoes eletrocardiograficas, apresentam risco de morte seis vezes maior
que a populacdo em geral (KANNEL, 1983). No Brasil, o panorama ndo ¢ diferente, as
doencas cardiovasculares lideram o ranking de morte em nosso pais. Doencas isquémicas
graves assim como processos hipertensivos, relacionados principalmente ao estresse € a ma
alimentacao, juntamente com o tabagismo e alcoolismo, t€ém sido os grandes causadores das
doengas cardiovasculares (OMS - http://www.who.int/en). Considerando ainda a atual
limitagdo farmacoldgica para o tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (BEER
et al., 2007), a busca por novas estratégias terapéuticas mais eficazes, baseadas em estudos
pré-clinicos, tem granjeado muita aten¢do da comunidade médica e cientifica. Para tanto, foi
preciso encontrar modelos fidedignos de indug¢do da ICC em animais de laboratério e utiliza-
los em teste objetivando a descoberta de novas condutas terapéuticas.

Estudos epidemiologicos mostraram que dentre os pacientes sobreviventes a
insuficiéncia cardiaca, existem diferencas marcantes quando se leva em consideragdo o sexo.
Mulheres na pré-menopausa tém menor prevaléncia de hipertrofia cardiaca do que homens
(GARDIN et al., 1995) e o prognostico para mulheres ¢ melhor do que para homens com ICC
causada por doengas ndo-isquémicas (SIMON et al., 2001). Em pacientes idosos, com niveis
similares de estenose aodrtica, as mulheres apresentam a fungdo cardiaca mais bem preservada
do que os homens (BUTTRICK & SCHEUER, 1992). A diferenca sexual também ¢ nitida em
modelos de hipertrofia e hipertensdo em ratos. Neste caso, ratos machos apresentam uma
progressdo acelerada no desenvolvimento fisiopatologico da ICC (TAMURA et al., 1999;
WALLEN et al., 2000).

2.2 Hipertrofia Miocérdica

A hipertrofia miocardica constitui um conjunto de alteragdes estruturais decorrentes do
aumento das dimensdes dos cardiomidcitos, da proliferagdo do tecido conjuntivo intersticial e
da rarefacdao da microcirculagao coronariana (WOLLERT et al., 2002).

O miocardio dos mamiferos passa por um crescimento hipertrofico durante a
maturagdo poés-nascimento, que € caracterizado por aumento no tamanho individual dos
cardiomidcitos sem divisdo celular (LORELL et al., 2000). Esse padrao de desenvolvimento
hipertrofico pode ser reiniciado no coracao adulto em resposta a alteragdes hemodinamicas
e/ou neuro-hormonais (HUNTER et al., 1999).

A hipertrofia refere-se ao aumento do tamanho das células e, com essa alteracao, ao
aumento do tamanho do 6rgdo. Assim, o 6rgdo hipertrofiado ndo possui células novas, apenas
células maiores. Estudos demonstraram que o tamanho aumentado das células nao decorre de
tumefacao celular, mas da sintese de mais componentes estruturais (ROMHILT & ESTES,
1968; MOORE et al., 1980; REICHEK & DEVEREUX,1981).



A hipertrofia cardiaca constitui um mecanismo adaptativo do coragdo em resposta ao
aumento de sua atividade ou de sobrecarga funcional. Essa adaptagcdo pode ser em resposta ao
aumento da necessidade metabdlica que impde o aumento do débito cardiaco, condicdo essa
observada em resposta ao exercicio; inducdo hormonal por tiroxina ; aumento de carga
pressorica ou de volume, condi¢do observada em patologias como hipertensdo; ou resultante
de mecanismos intrinsecos de natureza genética, como as hipertrofias que podem ocorrer na
auséncia de sobrecargas. O resultado do aumento do trabalho do coracdo traduz-se em
aumento da massa cardiaca devido ao crescimento dos midcitos e/ou do estroma conjuntivo.
Quando associada a hipertensdo arterial, a hipertrofia cardiaca assume grande importancia
aumentando o risco de ocorréncia de morte subita, arritmias ventriculares, isquemia do
miocardio e disfungdo ventricular sistdlica e diastolica (MILL, 2001; DIEZ & GONZALEZ,
2005).

O processo hipertréfico em geral vem acompanhado de alteragdes morfolégicas no
tecido cardiaco, alteragdes essas observadas nas células que compdem o tecido e também na
matriz intersticial. Tomam parte nesse processo a expressdo de protooncogenes € outros genes
que regulam o crescimento, a diferenciagcdo celular, os estimulos a producdo de colagenos e
alteragdes em funcdo do crescimento dos fibroblastos (OIGMAN, 2000). Nesse novo padrao
de expressdo génica estdo incluidos também os genes que modificam a composi¢do dos
sarcomeros, destacando-se o aumento da proporc¢ao da isoforma V3 da miosina em relagdo a
isoforma V1, os genes que aumentam a eficiéncia do metabolismo energético e os genes que
alteram a expressdo dos componentes do sistema renina angiotensina proprio do coragao,
incluindo a ECA, o angiotensinogénio e o receptor AT1. Em fases mais avancadas da
hipertrofia cardiaca, observam-se também alteracdes na expressao de gens codificadores de
fatores natriuréticos, do trocador Na"/Ca™, diminui¢do da expressdo dos gens codificadores da
ATPase do reticulo sarcoplasmatico e dos receptores -1 adrenérgicos. (SWYNGHEDAUW,
1999; MILL, 2001).

O estimulo inicial que desencadeia o processo de re-expressdo génica pode ser
quimico ou mecanico. Muitos agentes quimicos, como agonistas 3 - adrenérgicos, o hormdnio
tireoideano, TGF - B (fator de crescimento transformador B), IGF-1 (fator de crescimento
semelhante a insulina) e endotelina-1 sdo fortes estimulantes da sintese protéica no miocardio
sendo assim indutores de hipertrofia (KOMURO, 2001;FRANCHINI, 2001,WILLIAMS,
2001).

2.2.1. Tipos de hipertrofia

O crescimento dos cardiomiocitos na hipertrofia ventricular pode ocorrer pela adi¢ao
de sarcomeros em série ou em paralelo, permitindo que a célula aumente em comprimento ou
em diametro, levando a hipertrofia excéntrica ou concéntrica, respectivamente (Figura 1). Nas
hipertrofias concéntricas ocorre aumento de massa ventricular decorrente de aumento da
espessura da parede e redu¢do dos didmetros cavitarios. Tal condi¢ao surge em decorréncia de
aumento de resisténcia a eje¢do ou a sobrecarga de pressdo. Nas hipertrofias excéntricas
ocorre aumento de massa ventricular e da espessura da parede ventricular, mas com aumento
dos diametros cavitarios. Esta condi¢ao surge em decorréncia de sobrecarga de volume. Na
hipertrofia concéntrica a redu¢do dos didmetros cavitarios permite ao ventriculo desenvolver
maior pressao (KEMPF & WOLLERT, 2004; WEBER et al., 1991).
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Figura 1: Diferenciagdo da hipertrofia excéntrica (sobrecarga de volume) e concéntrica (sobrecarga de

pressdo). Sarcomero: espago compreendido entre dois discos Z. (modificada de GARCIA & INCERPI, 2008).

2.2.2. Fatores que induzem a hipertrofia ventricular

2.2.2.1 Fatores Hemodinamicos

- Aumento da necessidade metabolica

Segundo Kempf e Wollert (2004), a hipertrofia causada por sobrecargas
hemodindmicas pode conduzir a hipertrofia adaptada (fisiolégica) ou mal-adaptada
(patologica). Hipertrofia fisiologica ¢ aquela desenvolvida em decorréncia da sobrecarga
hemodinamica transitoria, como as observadas no crescimento cardiaco durante a
adolescéncia e a gestagdo, € em resposta a exercicios regulares em que o coragdo necessita
bombear mais sangue para a periferia. Nesse caso, ha uma adaptagdo adequada as novas
exigéncias. Enquanto a hipertrofia patologica ¢é aquela decorrente de sobrecarga
hemodinamica persistente (RUSSELL et al., 2000).

- Sobrecarga de pressdo e/ou volume

10



Uma condi¢do importante para o estabelecimento da hipertrofia, é a sobrecarga
patoldgica de pressdo e/ou volume, que ativa processos de regulacdo neurohumorais. Apesar
de em curto prazo parecerem sistemas benéficos para a manuten¢do da fungdo cardiaca, em
longo prazo tornam-se parte de um ciclo vicioso, que culmina na diminuicdo da fungdo
miocardica (VASSALO & LIMA, 1993).

Condigdes patologicas em caso de sobrecarga de pressdo, como na coarctagao aortica
e hipertensao arterial ou em caso de sobrecarga de volume, como na insuficiéncia adrtica ou
na comunicacao interatrial, promovem aumento no volume dos cardiomiodcitos, acompanhado
de aumento dos componentes da matriz colagena (OZAKI et al., 2002; KEMPF et al., 2004).

O estiramento é capaz de ativar canais para Ca™ tipo L (LTCC), para Na" e os
trocadores de Na’/H'; inativar canais de K'; ativar adenilato-ciclase ¢ fosfolipase C
(MORGAN et al., 1987), além de estar associado ao acumulo de inositdis de fosfato, os quais
atuam como segundos mensageiros (VON HARSDORFH, et al.,1989). As alteracdes no
funcionamento dos canais idnicos do sarcolema levam a variacdes da concentracdo idnica
intracelular, o que pode representar um estimulo inicial para ativacdo de proteinas quinases
ativadoras mitogénicas (MAPK). Dentre a superfamilia das MAPK, a quinase regulada por
sinal extracelular (ERK), a quinase c-jun NH2-terminal (JUNK) e a quinase p38 sdo
mediadores da sinalizacdo hipertrofica das células miocardicas, pois induzem a transcricao de
genes associados a hipertrofia (SUSSMAN et al., 2002). O estimulo mecanico também pode
ativar os receptores integrinas, localizados na membrana celular entre a matriz extracelular
(ECM) e o complexo de proteinas que formam a linha Z do sarcomero (SUSSMAN et al.,
2002). Nessa malha, posicionam-se proteinas sinalizadoras, como as tirosina-quinases
coativadoras de receptores esteroidais (Src) e quinase de adesdo focal (Fak), além de outras
responsaveis pelo inicio do processo de sinalizagdo ativado pelas integrinas (BURRIDGE &
CHRZANOWSKA - WODNICKA,1996).

O estimulo mecanico também induz a liberagdao local de fatores autdcrinos e
parécrinos pelas células miocardicas, como endotelina 1 (ET1), fatores de crescimento e
citocinas, fator de crescimento de fibroblatos (FGF), fator de crescimento transformador 3
(TGF B), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e cardiotrofina-1, (SUSSMAN et
al., 2002). Esses fatores podem ligar-se aos receptores especificos de membrana e ativar
cascatas intracelulares acopladas a calcineurina, fosfoquinase-C ¢ a via da MAPK e dar inicio
a cascata de eventos responsaveis pelo crescimento hipertréfico cardiaco.

2.2.2.2 Fatores neuro-humorais

- Angiotensina II

A angiotensina II (Ang II) interage com o receptor ATI, associado a proteina G, que
estimula a fosfolipase C. Esta, por sua vez, induz a formagao de trifosfato de inositol, assim
como de diacilglicerol, o que provoca aumento da concentragdo citoplasmatica de Ca™,
levando a ativagdo da proteina quinase C (PKC) e da adenilatociclase (SHIRAI et al.,1995). A
Ang II, via receptor ATI1, também ¢ capaz de induzir uma cascata de ativagdo via tirosinas-
quinases (BERNSTEIN et al.,1998).

Os receptores AT2 apresentam estrutura transmembrana cldssica de um receptor
associado a proteina G20. Estudos de Senbonmatsu et al., (2000) demonstraram que
camundongos com delecao do receptor AT2 apresentaram atenuacao da hipertrofia induzida
por sobrecarga pressorica. Entretanto, animais com delecdo de receptores ATl ndo
apresentaram atenuacao da hipertrofia induzida por sobrecarga pressorica (HARADA et al.,
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1998), sugerindo que a deficiéncia de receptores AT1 pode ser compensada pelos receptores
AT2, ou, ainda, que este subtipo AT2 pode ter papel predominante nos efeitos tréficos da
Angiotensina II em cardiomidcitos.

Hé também a hipertrofia miocardica resultante de mecanismos intrinsecos de natureza
genética tais como as hipertrofias idiopaticas que podem ocorrer mesmo na auséncia de
sobrecarga (WIDGREN et al.,1993)

A deposicao de tecido conjuntivo, a hipertrofia e o remodelamento cardiaco sdo
respostas compensatorias do miocardio ao trabalho aumentado, pois a hiperfuncdo miocéardica
induz 4 injuria miocardica e ao aumento do tamanho dos cardiomidcitos, o que provoca
aumento na massa e no tamanho generalizado do coragcdo. (COTRAN, 1996; ROSSI, 1998)

O resultado do aumento de trabalho do coragdo traduz-se num aumento de massa
cardiaca devido ao crescimento dos midcitos e/ou do estroma conjuntivo (PEREIRA, 1993;
JALIL et al., 1989; WEBER et al., 1990). Quando relacionada a condi¢des fisiopatologicas, a
hipertrofia cardiaca assume importincia devido ao fato de que, sua presenca associa-se ao
aumento de risco de morbidade e mortalidade, tendo como conseqiiéncia a ocorréncia de
morte subita, arritmias ventriculares, isquemia miocardica e disfunc¢do ventricular sistdlica e
diastolica. Portanto, a presenca de hipertrofia constitui um importante fator de risco
(MILANEZ, 1995; SARAIVA, 1997; FRIMM, 1998).

A hipertrofia cardiaca ¢é caracterizada pelo aumento da massa cardiaca em resposta a
estimulos aplicados (AKAZAWA & KUMURO, 2003) e o prolongamento deste processo
leva a insuficiéncia cardiaca congestiva definida como uma sindrome progressiva que aparece
no final de fases de muitas doencas cardiacas (ARMOUNDAS et al., 2001).

2.3. Matriz Intersticial

Os midcitos, embora representem 75% do volume celular do miocardio, o seu nimero
¢ pequeno se comparado ao numero de fibroblastos, j4 que estes contribuem com mais de
70% do ntimero de células no coragdo (PELOUCH et al., 1994). Além disso, a complacéncia
da parede ventricular depende da quantidade, da distribui¢ao e da composi¢cdo do colageno
que forma o estroma conjuntivo (MILANEZ et al., 1995; SARAIVA et al., 1997; FRIMM et
al., 1998). Os principais componentes da matriz intersticial do coracdo sdo os tipos de fibras
colagenas, proteoglicanos, fibronectina e elastina, além de outras glicoproteinas (MILL,
2001).

Sao encontrados no coragdo os colagenos do tipo I, III, IV, V e VI. Acredita-se que o
colageno I constitui cerca de 80% do colageno cardiaco, o tipo III constitui cerca de 12 %, os
tipos IV, V e VI compdem os 8 % restantes. O coladgeno tipo I ¢ o mais rigido de todos sendo
o principal responsavel pela rigidez e resisténcia a deformacdo das camaras cardiacas. O
colageno tipo III tem papel importante na manutencao do alinhamento dos feixes de midcitos
e conferem elasticidade ao tecido. Esses dois coldgenos associados formam uma rede fibrilar
no tecido cardiaco importante para a sustentagdo dos cardiomidcitos e vasos coronarios,
conferindo ao tecido, caracteristicas fisicas unicas (BURLEW & WEBER, 2000). As fibras
coldgenas de maior rigidez podem aumentar em determinados tipos de hipertrofia, podendo
provocar deficiéncia no processo de relaxamento do miocardio, levando ao aparecimento da
insuficiéncia diastélica (DIEZ et al., 2005). Em outras hipertrofias, como a provocada pelo
exercicio, as caracteristicas do estroma ndo se alteram e, conseqlientemente, ndo ocorre
prejuizo funcional (WEBER et al., 1991).

A deposicao de tecido fibroso no miocardio pode gerar fibrose perivascular e fibrose
intersticial. A fibrose perivascular caracteriza-se por acumulo de coldgeno na camada
adventicia das artérias e arteriolas intramiocardicas, em resposta a agressdes toxicas /
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infecciosas ao miocardio e diabetes. A fibrose intersticial aparece como uma progressao da
fibrose perivascular ou secundariamente a deposicdo de fibras coldgenas a distancia da rede
vascular (MILL, 2001).

Sdo ainda pouco conhecidos os mecanismos que controlam a quantidade de colageno
na matriz extracelular cardiaca, qual o tipo de colageno e sua distribuicdo. Sabe-se que a
quantidade de colageno na matriz depende de um balango entre os processos de sintese e
degradacdo. Dentre outros, o sistema renina-angiotensina-aldosterona estimula a formagao da
matriz cardiaca, tanto a Ang Il como a aldosterona estimulam a sintese de coldgenos
fibrilares. Em contrapartida, os peptideos natriuréticos, bradicina e 6xido nitrico sdo fatores
que facilitam a degradacdo dos colagenos fibrilares (BURLEW & WEBER, 2000).

Atualmente, existem muitas evidéncias que sugerem a participacdo do sistema
simpatico ao lado das alteragdes hemodindmicas, no desenvolvimento de hipertrofia
miocardica e insuficiéncia cardiaca congestiva em humanos (SIMKO, 2007). Catecolaminas
mediando injirias miocardicas tem sido documentado em pacientes com feocromocitoma
(SZAKACS et al., 1959), hipertireoidismo (GOLDSTEIN & KILLIP, 1965), infarto do
miocardio (RAAB et al., 1962) e em insuficiéncia cardiaca congestiva (COHN et al.,1984).
Estudos iniciais de Rona et al.(1959) demonstraram que a administragdo subcutidnea de
isoproterenol em ratos produz uma necrose miocardica com distribuicdo irregular
subendocardica bem como ¢ visto em modelo de infarto miocardico pela oclusdo da artéria
coronariana, entretanto, naquele ocorre preservacao da vasculatura coronariana.

Beznak & Hacker (1964) demonstraram que o modelo de hipertrofia cardiaca induzida
pelo isoproterenol (Iso) resulta em necrose miocardica relacionada com a dose e em redugao
da capacidade funcional cardiaca. Assim como, Teerlink et al.(1994) demonstraram que a
administracdo de Iso induz a necrose miocardica difusa e, no final, a uma progressiva
dilatagdo do ventriculo esquerdo.

2.4 Modelos de Hipertrofia Cardiaca

Considerando ser a hipertrofia cardiaca um importante mecanismo de adaptagao do
coracdo a sobrecarga de trabalho e ser um fator de risco de morbi-mortalidade, justifica-se o
empenho na criagdao e estudo de modelos experimentais indutores de hipertrofia que visam
explicar os mecanismos envolvidos na sua génese e manutengao.

Diversos modelos de hipertrofia cardiaca sdo utilizados atualmente, como: a
coarctagdo da aorta, onde promove-se uma estenose desta artéria, ocorrendo o
desenvolvimento da hipertrofia em resposta ao aumento agudo da poés-carga (SALGADO et
al., 1994; VENTURA - CLAPIER,1988) e o modelo de infarto do miocardio induzido pela
ligadura da artéria corondria esquerda (OLIVARES et al., 2004). A hipertrofia miocardica
pode ainda ser induzida por estimulos hormonais. Dois modelos sdo comumente utilizados,
resultantes de tratamento com os hormonios tireoideanos ou com agentes simpatomiméticos,
como o isoproterenol (VASSALLO et al.,1988; BROWN et al.,1992; PEREIRA et al.,1993;
OLIVEIRA et al.,1999). O isoproterenol induz a hipertrofia cardiaca sem causar hipertensao
(BOLUYT et al., 1995).

A hipertrofia também pode ser desencadeada por estimulos fisioldgicos. Sdo exemplos
desse tipo de hipertrofia os modelos induzidos por exercicio fisico como natagdo, exercicio
com esteira ou exercicio isométrico (PENPARGKUL et al.,1980; RUSSEL et al., 2000;
MACHIDA et al., 2000)

Dos varios modelos de insuficiéncia cardiaca ja descritos na literatura, a hipertrofia
cardiaca induzida por neurohormonios, incluindo a noradrenalina, e o aumento do estresse de
parede, estd associada a ativagdo da enzima conversora de angiotensina in vivo e a sintese
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protéica e crescimento celular in vitro (GEISTERFER et al., 1988; FABRIS et al., 1990;
SADOSHIMA et al., 1993). Neste contexto, a hipertrofia cardiaca induzida pela estimulacdo
B-adrenérgica deve envolver a ativagdo do sistema renina-angiotensina local e/ou periférico
levando a ativacdo de peptideos que atuariam diretamente, no cardiomidcito, ou
indiretamente, devido a alteragdes hemodinamicas, contribuindo assim para o
desenvolvimento de importantes alteracdes no fenotipo cardiaco.

2.5 Hipertrofia Miocardica Induzida por Isoproterenol.

O isoproterenol ou isoprenalina (Figura 2) ¢ um derivado da noradrenalina, sendo um
dos mais potentes agonistas -adrenérgicos, porém com afinidade muito baixa para receptores
o (GOODMAN E GILMAN’S, 2006). Além disso, ja esta bem descrita que a hiperatividade
B-adrenérgica, seja mediada pela injecdo de isoproterenol ou mesmo aquela mediada pela
infusdo cronica em baixas doses de noradrenalina, levam a alteragdes hemodinamicas
classicas (hipotensao e taquicardia) e hipertrofia cardiaca ( ZIERHUT &ZIMMER, 1989).

Estudo realizado por Murad et al. (2001), revelou que a hipertrofia miocardica
induzida pelo isoproterenol na dose 0,3mg/kg/dia, s.c., durante 8 dias, ndo foi homogénea.
Alguns coragdes apresentaram alteragdes pouco expressivas, enquanto outros,
comprometimento significativo das funcdes sistolica e diastdlica. A hipertrofia reduziu a
capacidade de gerar forca e aumentou a capacidade de variar a pressdo devido ao aumento da
relagdo massa/volume. Além disso, houve comprometimento também da complacéncia
ventricular provavelmente devido a rigidez da cdmara cardiaca em resposta a existéncia de
acentuada deposicao de colageno. Ainda neste estudo, animais submetidos ao mesmo
esquema de tratamento, apresentaram padrdes diferentes de hipertrofia miocardica. Nao
houve relacao entre a dose e o padrao de hipertrofia.

Entretanto, Teerlink et al.(1994), demonstraram que a hipertrofia miocardica induzida
pelo isoproterenol nas doses de 85, 170 e 340 mg/kg, s.c., administrado duas vezes com
intervalo de 24 horas, durante 2, 6 e 16 semanas foi dose dependente. Houve,
concomitantemente, aumento da pressdo de enchimento do ventriculo esquerdo bem como
dilatacdo deste, ja observado na segunda semana apds o tratamento. O remodelamento
ventricular foi tempo dependente.

OH
HO N

HO

Figura 2: Estrutura molecular do Isoproterenol

14



2.6. Mecanismo de A¢ao do Isoproterenol

Quando o cardiomidcito recebe um estimulo hipertrofico, esse € traduzido no interior
da célula, como alteragdes bioquimicas que levam a ativacdo de mensageiros citosolicos e
nucleares que irdo agir no nucleo da célula, regulando a transcricdo, e finalmente
determinardo a expressao génica que induz a hipertrofia miocardica (GARCIA et al., 2008).

Os cardiomidcitos expressam receptores B-adrenérgicos (B-AR) e al-adrenérgicos (al-
AR). A estimulagdo dos receptores P-adrenérgicos (B-AR) ativa a adenilato-ciclase pela
interacao com a proteina G estimulatoria (Gs), a qual desencadeia cascatas intracelulares que
ativam proteinas quinases A (PKA), estimulando também a p38-MAPK14 (DASH et al.,
2003). A estimulacao cronica dos B-AR pela administra¢ao de isoproterenol (CAMPOS et al.,
2006) induz o aumento da massa cardiaca, dos cardiomiocitos, da fibrose miocardica e da
disfuncdo progressiva, o que culmina com insuficiéncia cardiaca. Agudamente, a ativagdo dos
al-AR aumenta a contratilidade mediada pela ativagdo da proteina Gq. Esta provoca a
ativacao da fosfolipase C, que estimula hidrélise de fosfatidil inositéis da membrana, gerando
dois segundos mensageiros, o diacilglicerol (DAG) e o inositol trifosfato (IP3). O IP3
estimula a liberacdo de Ca™ do reticulo sarcoplasmatico, enquanto o DAG ativa a proteina
quinase C (PKC) e, esta, por sua vez, induz a hipertrofia em cultura de midcitos neonatais
(SHUBEITA et al.,1992).

A hipertrofia cardiaca induzida por catecolaminas, estd associada a ativacdo da p38-
MAPK, a qual por sua vez ¢ regulada pelo estrogeno enddgeno através da regulagdo da
fosfatase quinasel (MKP1) (DASH et al.,2003).

2.7 Estrogenos

2.7.1 Sintese de estrogenos

Os estrogenos endogenos, 17 B-estradiol, estrona e estriol, sdo esterdides com 18
atomos de carbono, derivados do colesterol (Figura 3) e sintetizados nos ovérios, testiculos e
glandulas adrenais (GRUBER et al, 2002). A sintese dos estrogenos ¢ descrita a seguir.

Apds se ligar a receptores lipoprotéicos, o colesterol ¢ captado por células
esteroidogénicas e levado aos sitios de sintese de esterdides. Os diferentes hormodnios
esteroides sdo formados pela clivagem da cadeia lateral que se projeta do anel D do colesterol,
reduzindo o numero dos atomos de carbono de 27 para 18. Este processo ocorre nas
mitocondrias de tecidos formadores de hormodnios esterdides. O passo limitante na producao
de esteroides ¢ a transferéncia do colesterol do citosol para a membrana interna mitocondrial.
Todas as reacdes de hidroxilacdo e oxigenagdo que ocorrem durante a biossintese de
esteroides, sdo catalisadas por oxidases de fungdo-mista (citocromo P450 mitocondrial), que
utilizam NADPH e O2 (NELSON et al., 2000).
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Figura 3: Formula estrutural do colesterol (Nelson et al., 2000).

A aromatizagdo, ultimo passo no processo de formagdo de estrogenos, ¢ catalisada
pelas aromatases do complexo enzimatico citocromo P450 (CYP450), que funcionam como
desmetilases, e estdo presentes no reticulo endoplasmatico liso (GRUBER et al, 2002). Como
mostrado na Figura 4, essa etapa converte testosterona em estradiol, androstenodiona em
estrona e 16 a-hidroxiestrona em estriol (MEINHARDT & MULLIS, 2002). As fontes
primdrias de estradiol sdo as células da teca e as células granulosas dos ovarios.
Resumidamente, as células da teca secretam androgenos, que se difundem para as células
granulosas onde, sob a¢do das aromatases, sdo transformadas em estrogenos. A estrona € o
estriol sdo formados no figado e ovarios a partir do estradiol (GRUBER et al, 2002 e
KLAASSEN, 2001).
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Androstenodiona Estrona 16a Hidroxiesterona Estriol

o Testosterona 17-B estradiol

Figura 4: Biossintese de estrogenos (modificado de Katsung, 1998 e Gruber et al, 2002)

2.7.2. Transporte e metabolismo de estrégenos

Por serem altamente hidrofobicos, os hormonios esterdides sdao transportados, por
proteinas carreadoras especificas, dos drgaos produtores até os respectivos tecidos alvos, onde
passam para o meio intracelular por difusdo simples e se ligam a receptores nucleares.
(GRUBER et al, 2002).

O estradiol se liga de modo reversivel a uma B-globulina (ligante de hormdnios
esteroides) e, com menos afinidade, a albumina. Cerca de 2 a 3 % do estradiol total se
encontra livre no plasma (GRUBER et al, 2002).

Segundo Blom e colaboradores (2001), os estrogenos sdo metabolizados por
sulfotransferases (sulfatagdao) ou pela UDP-glucuronosil transferase (glucuronidagdo) e os
conjugados sdo excretados na bile e na urina. A hidrdlise desses conjugados pela microbiota
intestinal possibilita a subseqiiente reabsorcao do estrogeno, resultando em uma recirculagao
entero-hepatica.

Os estrogenos também sao metabolizados por hidroxilagao e subseqiiente metilagao,
formando catecois e estrogenos metoxilados (OSAWA et al, 1993). A hidroxilagdo de
estrogenos leva a formacdo dos catecdis estrogenos, e.g., 2-hidroxiextrégenos, 4-
hidroxiextrégenos e 16a- hidroxiextrégenos. Dentre estes, a 4-hidroxiestrona ¢ o 16 a-
hidroxiestradiol sdo considerados carcinogénicos (GRUBER et al, 2002 ¢ ZHU & LIEHR,
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1993). A metilagdo de 2-hidroxiextrogenos e 4-hidroxiextrogenos pela catecol-O-
metiltransferase d4 origem a metabolitos metoxilados (GRUBE et al., 2002). Os catecois-
estrogenos se ligam a receptores de estrogénio ¢ possuem fraca atividade estrogénica em
animais. Além disso, os catecoOis-estrogenos sdo capazes de manter um processo de oxi-
reducdo ciclico e continuo formando quinonas intermediarias (GRUBER et al, 2002). Devido
a formagdo de radicais livres durante esse processo, e a ligacdo covalente desses
intermediarios ao DNA, os estrogenos podem apresentar atividade genotoxica (LIEHR, 2000).

2.7.3 Mecanismo de ag¢ao do estrogeno

Os estrogenos desencadeiam suas agdes biologicas (agonistas e antagonistas) em
diferentes tipos celulares, por meio de ligagdo a receptores nucleares especificos, os
receptores de estrogénio (RE), membros da superfamilia dos receptores nucleares (que
incluem também os receptores do acido retindico e de hormonios tireoideanos).

Como ilustrado na Figura 5, o RE livre no citoplasma ou localizado na membrana
nuclear se encontra ligado a proteinas receptores-associadas. Estas proteinas servem como
chaperonas que estabilizam o receptor no seu estado inativo ou “mascaram” o dominio de
ligacdo ao DNA do proprio receptor (SMITH & TOFT, 1993). A localizagdo exata do RE,
(assim como de outros receptores de esterdides) nao ¢ totalmente conhecida, embora o mais
provavel seja que os receptores se encontrem distribuidos igualmente entre o citoplasma e o
nucleo celular, equilibrio este alterado apos a ligacao a estrogenos (GRUBER et al, 2002).

Quando o estrogeno se difunde para o meio intracelular, ele se liga ao dominio de
ligacao ao ligante (DLL) do receptor que, por sua vez, se dissocia das suas chaperonas. Esse
complexo formado pelo receptor e pelo estrogeno (RE-E) se difunde para o interior do nticleo
da célula e se liga a seqiiéncias especificas nas regides promotoras do DNA, chamadas
elementos de resposta a estrogenos (ERE). Dessa maneira ocorre a estimulagao ou supressao
da transcri¢ao dos genes alvo dos estrogenos, também influenciada pela ligacdo a proteinas
co-reguladoras, (coativadores e co-repressores), (PETTERSSON et al, 1997). O mecanismo
de translocagdao do complexo RE-E nado ¢ inteiramente conhecido. Sabe-se, porém que esse
movimento ¢ estimulado pela proteina caveolina-1, que interage diretamente com o receptor
(SCHLEGEL et al, 1999). Os estrégenos também podem regular a transcricdo de genes que
ndo possuem os EREs, interferindo com a atividade de outros fatores de transcri¢do, como por
exemplo, ligando-se a subunidades da proteina de ativacdo-1 (WEBB et al, 1995).
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Estudos demonstraram a presenga de receptores de estrogeno alfa e beta nos
cardiomiocitos e fibroblastos. Estes receptores de estrogeno sdo funcionais e tem mostrado
regular a expressao de genes especificos do coragdo como a dos receptores de progesterona e
o gene das proteinas de jung¢do gap, a conexina 43 (SAUNDERS et al., 1997, GROHE et al.,
1997). Niveis do RNAm dos receptores alfa sdo os mesmos no coracdo de homens e
mulheres. Por outro lado, os niveis dos receptores beta sdo maiores nos coragdes de fémeas

(MAHMOODZADEH et al., 20006).
Figura 5: Mecanismo de ac¢do do estrogeno (FRIEDRICH, 2003)
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2.8 Estrogeno e o Sistema Cardiovascular

A incidéncia de doengas cardiovasculares difere significativamente entre homens e
mulheres em decorréncia de fatores de riscos e hormonais (BARRETT-CONNOR, 1997).

Existem boas evidéncias do efeito cardioprotetor direto do estrégeno em diferentes
espécies (VAN EICKELS et al., 2001). Sabe-se que a mulher tem uma menor incidéncia de
doencas isquémicas cardiacas antes da menopausa mas perde esta vantagem quando entra na
menopausa, indicando que o hormonio feminino, particularmente o estradiol representa um
importante papel na redugdo do risco de doengas isquémicas cardiacas. (SULLIVAN et al.
1998; GRODSTEIN & STAMPFER, 1995). Estudo realizado por Hale et al.(1997)
demonstraram que o estradiol reduziu o tamanho do infarto e arritmias ventriculares induzida
por isquemia sem alterar os parametros hemodinamicos, sugerindo que o estradiol deve agir
diretamente no coragao.

As mulheres apresentam uma menor incidéncia de hipertrofia ventricular esquerda,
porém esta na pos-menopausa apresente incidéncia aumentada quando comparado aos
homens (AGABITI, 2002). Estudos experimentais vém colaborando para o melhor
entendimento dos processos envolvidos no aumento do risco cardiovascular apos a
menopausa (ADAMS et al.,1981; SHWAERY, 1997). Estes estudos sugerem que o principal
mecanismo de cardioprote¢ao dos estrogénios seria a preservagao da funcao endotelial, pela
inibicdo da proliferacdo da célula muscular lisa, das acdes antioxidantes e da melhora da
reatividade vascular, os quais induziriam um melhor equilibrio na fungao
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vasodilatadora/vasoconstritora, com conseqiiente diminui¢do dos riscos cardiovasculares
(LIMA et al., 2005).

O estrogeno protege o coragao contra a morte por apoptose e necrose, bem como reduz
o grau de fibrose no tecido cardiaco (CAMPER-KIRBY et al., 2001). Além disso, possui
efeitos na parede dos vasos envolvendo numerosos mecanismos moleculares. Pode modular a
funcdo vascular pelo aumento da produgdo do 6xido nitrico a partir da estimulacdo da 6xido
nitrico sintase (WEINER et al., 1994) e pela diminuicdo dos niveis de endotelina - 1
(YLIKORKALA et al., 1995). Além disso, varios estudos demonstram uma atenuagdo no
remodelamento cardiaco devido as agdes do estrogeno (BUTTRICK & SCHEUER, 1992;
VAN EICKELS et al., 2001; BABIKER et al., 2004).

No passado, a terapia de reposicdo hormonal era comumente usada para prevenir
doenga cardiovascular em mulheres na pds menopausa (GRODSTEIN et al., 1997, 2000;
REIS et al., 2000; ALEXANDERSEN et al., 2006). Por outro lado, resultado do estudo
“Women's Health Initiative” sugeriu que o estrogeno ndo estabelece protecdo contra o
desenvolvimento de doengas coronarianas e infarto do miocardio (ROSSOUW, 2002).

Um estudo demonstrou que a administragdo aguda de 10° M 17 B-estradiol inibiu o
influxo de Ca™ através dos canais para Ca™ tipo L pela estimulagdo do receptor p —
adrenérgico (MEYER et al., 1998 ; LI et al., 2000). Acredita-se que esta modulacao inibitéria
do estrogeno contra os efeitos da ativacao dos receptores - adrenérgicos no influxo de calcio
deva diminuir a freqiiéncia cardiaca e a for¢a de contracdo. Deste modo, reduz o consumo de
oxigénio e confere cardioprotecdo (LI et al., 2000). Por outro lado, Kam et al.,(2003),
demonstraram que a administragdo aguda de 10° M de 17 B-estradiol no coragdo isolado de
ratas ovariectomizadas nao conferiu cardioprote¢ao.

Os cardiomidcitos expressam os receptores ER-alpha e ER- beta (GROHE et al.,
1998) e o estrogeno (0,18 mg durante 60 dias) tem mostrado atenuar o desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca em resposta a um aumento da pressdo (VAN EICKLES et al., 2001).
Estudos do efeito do estrogeno em isquemia cardiaca e infarto do miocardio tem revelado
controvérsia resultados (HALE et al., 1996; SMITH et al., 2000).

Curiosamente, estudos clinicos ndo conseguiram demonstrar reducao dos episodios de
doenga cardiaca em mulheres pds-menopausa submetidas a terapia de reposicdo com
estrogeno (GRADY et al., 1992 , MENDELSOHN et al. 2001) e o papel terapéutico do 17-p
estradiol continua controverso e pouco conhecido (ROSSOUW et al., 2002).
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3 OBJETIVOS
Os objetivos do presente estudo foram:

* Padronizar em nosso laboratério o modelo de hipertrofia cardiaca induzida por
isoproterenol em ratas;

» Investigar as possiveis alteragdes eletro e ecocardiograficas no modelo de
hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol;

* Estudar as alteragdes anatomohistopatologicas de coragdes de ratas submetidas a
hipertrofia miocardica induzida pelo isoproterenol;

* Estudar o potencial do ECG como meio de diagnostico da hipertrofia cardiaca
induzida pelo isoproterenol;

* Estudar o papel do 17 B- estradiol na hipertrofia cardiaca induzida pelo
isoproterenol;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar pesando entre 200 e 250g procedentes do biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFRRJ. Os animais permaneceram em sala
climatizada com controle de claro-escuro (12 horas por periodo) em caixas contendo no
maximo 4 ratas com agua e ragao ad libitum.

Todos os experimentos foram desenvolvidos seguindo normas internacionais de
utilizagdo de animais de laboratério (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals)
publicado pelo US National Institutes of Health (NIH Publication n® 85-23, revised 1996;
http://www.nap.edu/openbook.php?isbn=0309053773) e aprovado pelo comité de ética
institucional.

4.2 Modelo de Hipertrofia Cardiaca Induzido pelo Isoproterenol (Iso)

Foi feito o acompanhamento e a certificagdo do ciclo estral normal das ratas por meio
de esfregago vaginal, duas semanas anteriores a realizagdo do experimento. Foram
descartadas do experimento as ratas que nao apresentavam trés ciclos regulares consecutivos.
Ap6s o acompanhamento do ciclo estral, os animais foram divididos randomicamente em
grupos para a inje¢ao subcutanea (s.c), duas vezes ao dia, de diferentes doses de isoproterenol
(DL-cloridrato de isoproterenol, Sigma, EUA): 0,5; 5 e 10 mg/Kg, ou salina a 0,9 % (grupo
controle), no mesmo volume do grupo experimental, durante 8 ou 16 dias. As administragdes
foram realizadas sempre nos mesmos horarios: as 08h0OOmin e as 20h00Omin. A solugdo de
isoproterenol foi preparada diariamente, imediatamente antes de cada administragdo para
evitar a oxidagdo e a perda da atividade da droga.

Apoés a determinacdo da dose de isoproterenol, que produziu a hipertrofia cardiaca
com claras alteragdes eletrocardiograficas associada a baixa taxa de mortalidade, uma nova
etapa do estudo foi realizada para estudar o papel do estrogeno na hipertrofia cardiaca
induzida pela hiperativagao B-adrenérgica. Nesta etapa, apoés o acompanhamento do ciclo
estral, os animais foram divididos em grupos para a inje¢ao (s.c), duas vezes ao dia, de Iso, na
dose de 5 mg/kg ou salina a 0,9 % (grupo controle), no mesmo volume do grupo
experimental, durante 16 dias. As administragdes foram realizadas as 8h0Omin e as 20h00
min, da mesma forma para a primeira etapa.

4.3 Protocolo Experimental

Para contemplar os objetivos propostos, este estudo foi dividido em duas etapas:
1* Etapa: Estudo de diferentes doses de isoproterenol em diferentes tempos de
avaliag@o na inducdo de hipertrofia cardiaca em ratas;

2* Etapa: Estudo do papel do 17-estradiol na hipertrofia cardiaca induzida pelo
isoproterenol em ratas;

Os grupos experimentais foram formados a partir dos objetivos de cada etapa:
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1* Etapa: Os animais foram submetidos a inje¢do subcutanea de trés diferentes doses
de isoproterenol: 0,5, 5 e 10 mg/Kg durante 8 ou 16 dias (n = 10 animais para cada dose e
tempo). Um grupo de 20 animais serviu de controle para o experimento e recebeu salina 0,9%
no mesmo volume e durante os mesmos periodos, 8 (n = 10) e 16 (n = 10) dias. No final do
experimento (8 ou 16 dias) foram realizados o eletrocardiograma, ecocardiograma ¢ a
avaliacdo post mortem. A figura 6 ilustra o protocolo experimental. Os animais foram
divididos em 8 grupos:

Grupo Salina A: Fémeas tratadas com salina durante 8 dias.

Grupo Iso0.0,5.A: Fémeas tratadas com isoproterenol 0,5mg/kg durante 8 dias.
Grupo Iso 5.A: Fémeas tratadas com isoproterenol Smg/kg durante 8 dias.
Grupo Iso 10.A: Fémeas tratadas com isoproterenol 10 mg/kg durante 8 dias.
Grupo Salina B: Fémeas tratadas com salina durante 16 dias.

Grupo Is0.0,5.B: Fémeas tratadas com isoproterenol 0,5 mg/kg durante 16 dias.
Grupo Iso 5.B: Fémeas tratadas com isoproterenol 5 mg/kg durante 16 dias.
Grupo Iso 10.B: Fémeas tratadas com isoproterenol 10 mg/kg durante 16 dias.

Inicio do ECG/ECO ECG/ECO
tratamento com & &
isoproterenol ou Analise Histologica Analise Histologica

salina SalinaAelso A SalinaB e lso B

} } |
S

01 2 3 45 678 91 1 121314 15 16

Figura 6: Protocolo experimental. A escala temporal estd em dias. No tempo zero foi realizado a primeira
administracdo de isoproterenol. Apos 8 ou 16 dias de tratamento foram realizadas as avaliagdes funcionais
cardiacas.

2% Etapa: Em um segundo momento, uma vez definida a dose de 5 mg/kg como a mais
adequada em relacdo a dose- tempo, ou seja, a dose e o tempo de tratamento com
isoproterenol que induziu a hipertrofia cardiaca com um percentual minimo de mortalidade e
presenca de alteragdes eletrocardiograficas evidentes, os animais foram divididos em 8
grupos (n = 10/grupo):

Grupo Sham+Salina: Fémeas falso-operadas tratadas com salina.
Grupo Sham+Iso: Fémeas falso-operadas tratadas com isoproterenol.
Grupo Ovx+Salina: Fémeas ovariectomizadas tratadas com salina.
Grupo Ovx+Iso: Fémeas ovariectomizadas tratadas com isoproterenol.

23



Grupo Ovx+E,.7: Fémeas ovariectomizadas repostas (baixa dose) com benzoato de
estradiol (7pg/Kg de peso s.c. diariamente) e tratadas com salina.

Grupo Ovx+E,.7+Iso: Fémeas ovariectomizadas repostas (baixa dose) com benzoato
de estradiol (7pug/Kg de peso,s.c diariamente) e tratadas com isoproterenol.

Grupo Ovx+E,.140: Fémeas ovariectomizadas tratadas com alta dose de benzoato de
estradiol (140pg/Kg de peso) e salina.

Grupo Ovx+E,.140+Iso: Fémeas ovariectomizadas tratadas com alta dose de
benzoato de estradiol (140pg/Kg de peso) e isoproterenol.

Foi verificada a presenga do ciclo estral, avaliada pela técnica de esfregaco vaginal,
antes do inicio do experimento, i.e., dois meses apo6s o nascimento (~200g). Apods o
acompanhamento do ciclo estral durante duas semanas, foi realizado a ovariectomia ou a falsa
cirurgia (Sham). Quarenta e oito horas apds esta, iniciou-se o tratamento com a inje¢ao
subcutanea (s.c.), duas vezes ao dia, de isoproterenol (DL - cloridrato de isoproterenol, Sigma,
EUA) na dose de 5Smg/kg ou salina 0,9 % (grupo controle), durante 16 dias, no mesmo
volume do grupo experimental. Quatro grupos adicionais foram tratados com benzoato de
estradiol 7pg/Kg (Ovx+tE,.7+Iso e Ovx+E,.7) ou 140 pg/Kg (Ovx+E,.140+Iso e
Ovx+E,.140), por via subcutanea (s.c), uma vez ao dia, durante 16 dias. Os controles
receberem o6leo de milho, no mesmo volume e tempo do grupo experimental. A administragdo
foi realizada sempre no mesmo horério as 08h00 min. Figura 7.

O Eletrocardiograma (ECG) e o estudo post mortem foram realizados no final do
experimento.

Inicio do
tratamento ECG
Iso Post mortem
17 B- estradiol Analise Histologica

} |
S e

012 3 45 678 91 1 12131415 16

Figura 7: Protocolo experimental. A escala temporal estd em dias. No tempo zero foi realizado a primeira
administragdo de isoproterenol e/ou 17 B- estradiol durante 16 dias.

4.4. Ovariectomia

Para realizacdo da cirurgia de ovariectomia, as ratas foram anestesiadas com ketamina
(50mg/kg) e xilazina (5mg/kg), na dose de 0,1 mL/100g de peso corporal, via intraperitoneal.
Ap0s a tricotomia da regido abdominal e assepsia com alcool iodado, a pele e a musculatura
foram incisadas longitudinalmente, na regido préxima ao nivel dos rins e abaixo da ultima
costela. O ovario foi identificado e exposto, sendo realizada a hemostasia, através da ligacao
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da parte superior da trompa com fio de seda n° 4 (Ethicon/ Johnson & Johnson). O ovério
juntamente com a gordura circundante, o oviduto e uma pequena por¢do do utero foram
excisados. As camadas musculares foram suturadas com fio de sutura absorvivel Catgut n° 4
(Cirumédica) e a pele com fio de seda n® 4 (Ethicon/ Johnson & Johnson), sendo esse
procedimento realizado bilateralmente. Os animais controles foram submetidos a mesma
cirurgia, porém seus ovarios foram identificados e expostos cirurgicamente, sendo a seguir
reposicionados para posterior sutura da musculatura e pele previamente incisadas. Foi
administrado uma dose de antibidtico (Benzetacil, 40.000 U/kg, IM). (COLOMBO et al.,
2003).

4.5 Avaliagdes Funcionais

4.5.1 Registro eletrocardiografico (ECQG)

Na primeira etapa do experimento, o exame eletrocardiografico foi realizado com o
eletrocardiografo convencional (cardiomax FX-2111 — Fukuda Denshi). Os animais foram
anestesiados com ketamina (50 mg/Kg, Dopalen®) e xilazina (5 mg/Kg, Amasedan®), i.p,
misturadas na mesma seringa. O registro do ECG de superficie foi realizado com os animais
na posi¢do de decubito dorsal sobre uma mesa de madeira, como descrito anteriormente
(OLIVARES et al., 2004; OLIVARES et al., 2007; TRINDADE et al., 2007). Os quatro
eletrodos (para as derivagdes do plano frontal) do eletrocardidgrafo convencional (Cardimax
FX-2111 — Fukuda Denshi) foram conectados a fios de cobre e estes as agulhas hipodérmicas
30 X 1 inseridas subcutaneamente nas patas direita e esquerda e na coxa esquerda como de
costume, além da conexdo da coxa direita que foi ligada ao aparelho e deste a terra. As
derivagdes utilizadas foram: as derivagdes cléssicas do plano frontal D1, D2, D3, aVR, aVL e
aVF. O aparelho foi calibrado para a velocidade de 25 mm/s e voltagem de 20 mm =1 mV. O
posicionamento dos eletrodos em relagdo aos animais foi rigorosamente padronizado para se
diminuir a variacdo dos registros entre os animais e sobretudo para uniformizar os célculos
dos vetores médios de despolarizagdo ventricular.

Os parametros avaliados foram: freqiiéncia e ritmo cardiacos, amplitude da onda P,
amplitude do complexo QRS (iQRS), o vetor (angulo) médio de despolarizagdo ventricular
(AQRS) ¢ presenca de onda s. Para a analise da amplitude da onda P, foi utilizado o
parametro: presenga de ondas P superiores a 0,1 mV nas derivagdes bipolares. A amplitude do
QRS foi calculada pela soma algébrica das ondas positivas e negativas, de uma mesma
derivacdo (nas derivagdes bipolares) e foi denominada indice de amplitude (Figura 10). O
vetor da despolarizagdo ventricular no plano frontal (AQRS) foi obtido pela relagio
trigonométrica entre D1 e AVF, ou seja, pelo calculo do arco tangente (AVF/DI1) para
angulos entre 0 € 90° e arc tg (D1/AVF) para angulos entre 90°e 180° (OLIVARES, 2006).
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Figura 8: Representagdo esquematica do procedimento matematico realizado para a obtengdo do indice de
amplitude do complexo QRS.(OLIVARES et al, 2006).

Na segunda etapa, para o registro eletrocardiografico utilizou-se o sistema de
aquisicao amplificador 3A9, Interface TEKTRONIX / TI-2 (Axon instruments). Nesta etapa,
o ECG foi realizado em animais acordados e através da implantacdo de dois eletrodos de
monitorizagdo cardiaca 2223 (3M). Vinte quatro horas antes do registro, preparou-se o local,
realizando-se a tricotomia na regido precordial, o local de aplicagdo do eletrodo. No dia do
registro, foi feita a adesao do eletrodo a regido, um a cada lado do animal.

Cada registro durou 5 minutos e os sinais foram adquiridos com a velocidade de 10 k-
hertz e amplitude com resolucdo de 12 bits. Os parametros avaliados foram: amplitude da
onda P, intervalo PQ e QT, amplitude e dura¢do do complexo QRS, presenca de infra ou
supradesnivelamento e presenca de arritmias cardiacas. Foram obtidos 30 complexos e feito
uma média, por animal. O intervalo QT foi normalizado pela férmula de Bazett (BAZETT,
1920).

Formula de Bazett: intervalo = intervalo medido

VYRR

4.5.2 Ecocardiografia (ECO)
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O exame foi realizado como descrito anteriormente (OLIVARES et al., 2004;
OLIVARES et al., 2007; TRINDADE et al., 2007). Brevemente, utilizou-se um equipamento
comercialmente disponivel (Megas - Esaote) que permite a obtengdo de imagens nos modos
unidimensional e bidimensional e andlise das velocidades de fluxo pelas técnicas de Doppler
pulsado e continuo, além do mapeamento de fluxo em cores. Os transdutores utilizados foram
do tipo eletromecanicos na faixa de 5,0 a 10 MHz.

A andlise ecodopplercardiografica foi realizada por um unico observador experiente da
técnica, que desconhecia a procedéncia dos animais quanto aos grupos experimentais. Para
tanto, os animais foram anestesiados com ketamina (50 mg/Kg, Dopalen® ) e Xilazina (5
mg/Kg, Amasedan®) administrados por via intraperitoneal. Apos a anestesia, foi realizada a
tricotomia da regido anterior do térax. As medidas realizadas no Modo-M, orientadas pelo
bidimensional, incluiram os seguintes parametros: geometria cardiaca, as fung¢des sistolica e
diastolica do ventriculo esquerdo (VE) e a relagdo Ae/Ao. O didmetro do atrio esquerdo e da
aorta, os valores de espessura da parede anterior e parede posterior do VE em didstole e os
didmetros diastolico e sistolico finais do VE foram determinados em mm no Modo-M.

Os cortes ecocardiograficos obtidos seguiram a nomenclatura descrita pela Sociedade
Americana de Ecocardiografia (ASE). O animal foi colocado em decubito dorsal ou lateral
esquerdo e as imagens longitudinais, transversais, e apicais foram seqiiencialmente obtidas.
Posteriormente, foram realizadas as analises e a digitalizacdo das imagens representativas de
cada animal.

4.6 Estudo Post Mortem

4.6.1 Avaliacdo indireta da hipertrofia cardiaca

O peso do coragdo foi obtido (em miligramas) e normalizado pelo peso corporal dos
animais (em gramas). Desta forma, obteve-se o indice cardiaco (IC) que permitiu avaliar a
hipertrofia cardiaca (SJAASTAD et al., 2000, MIRCOLI et al., 2002).

4.6.2 Avaliacao indireta da insuficiéncia cardiaca

Os pesos dos pulmdes e figado foram obtidos (em miligramas) e normalizados pelo
peso corporal dos animais (em gramas). Desta forma obteve-se os indices pulmonar e
hepatico respectivamente (SJAASTAD et al., 2000, MIRCOLI et al., 2002).

4.6.3 Avaliacao indireta do sucesso da ovariectomia

Afim de validar a eficiéncia da ovariectomia e a reposicao com estrogeno, ao final do
experimento, os animais foram sacrificados e seus uteros foram removidos para determinar o
indice uterino, expresso pelo peso uterino (mg) divido pelo peso corporal (g) (MECAWI, et
al., 2007).

4.6.4 Processamento do material

Os animais foram submetidos a decapitacdo. Inicialmente, foi feita uma incisdo
mento-pubiana de pele com bisturi e abertura da cavidade téraco-abdominal com o auxilio de
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uma tesoura cirargica. Em seguida, procedeu-se a retirada e pesagem dos 6rgaos (coragio,
pulmao, figado e utero) ap6s uma breve secagem dos mesmos em papel de filtro.

Para a analise histologica, fragmentos dos coragdes foram fixados em formalina a 20
%, desidratados em alcool etilico (Vetec PA) em concentragdes crescentes, come¢ando com
alcool a 70% e terminando em 4&lcool absoluto. Utilizou-se xilol (Vetec xileno) para a
diafaniza¢do dos tecidos, e a impregnacao foi feita em parafina (parafina para histologia Pro-
cito) fundida em estufa a 60°C. As pecas foram colocadas num molde retangular e incluidas
em parafina fundida para ser cortado no micrétomo a 5 um (LUNA, 1968). Utilizou-se a

coloragdo de hematoxilina e eosina e histoquimica de Tricromo de Masson (MALLORY,
1938).

4.6.5 Analise histologica

Para a analise histologica conduziu-se a avaliagdo microscopica do tecido cardiaco,
para tanto, cortes histologicos (corte transversal a nivel dos musculos papilares) foram obtidos
para evidenciar ou ndo a presenga de fibrose, determinar o didmetro médio dos cardiomidcitos
e revelar a organizacao geral do tecido.

Os coragdes foram separados e processados para a andlise histologica. Utilizou-se a
coloragdo de hematoxilina-eosina e a objetiva de 40 x, a fim de se determinar o didmetro dos
cardiomidcitos. Ao passo que para evidenciacdo da fibrose, foram utilizados cortes corados
com tricromo de Masson, na qual a etapa da hematoxilina foi suprimida e a imagem analisada
com a objetiva de 20 x. As imagens foram obtidas pelo microscopio de luz (Olympus, modelo
CH 30 acoplado a camera Nikon digital colpix 4300. Essas foram analisadas no computador
com o auxilio do software Image J, na resolucdo 2272 x 1704 pixels.

A érea de fibrose foi calculada pela soma das areas correspondentes a fibrose, dividida
pela soma de toda a area correspondente aos cardiomidcitos mais a area de fibrose
(MATSUBARA, et al., 2000). Foi realizada uma média de 25 campos de cada coragdo de area
fibrosada ou ndo, a fim de se determinar a area de fibrose total.

Foi feita uma média do didmetro de 80 a 90 cardiomiocitos de cada coragdo, para se
determinar o diametro dos cardiomidcitos. Para esta, os cardiomidcitos tinham que atender a
duas condigdes: (1) o corte do cardiomidcito tinha que apresentar o nucleo central e (2) a
presenca de uma membrana celular integra. O didmetro foi determinado, tragando-se uma
linha reta de um ponto da membrana plasmatica para o lado oposto, de acordo com Grimm et
al., 1998, passando pelo centro do nucleo.

4.7 Analise Estatistica

A anélise estatistica foi utilizada para a comparacao dos resultados apresentados pelos
grupos experimentais. Para tanto, utilizou-se a andlise de varidncia univariada (ANOVA)
seguida de teste de comparagdao multipla de Bonferroni quando indicado. Para eventos do tipo
sim ou ndo, por exemplo, presenca de onda P maior que 0,1 mV, o teste exato de Fisher foi
utilizado. Em todos os testes, o grau minimo de significancia considerado foi de 95% (P <
0,05) ou 99% (P < 0,01). Todos os célculos foram realizados no computador pelo programa
GraphPad Prism® (versdo 4, Graphpad software, Inc., San Diego, USA). Os valores foram
representados como média * s.e.m (erro padrao da média).
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Peso Corporal (g)

5 RESULTADOS

5.1. Primeira Etapa

A figura 9 mostra o peso corporal antes e apos o tratamento com diferentes doses de
isoproterenol ou salina. Observa-se que ndao houve diferenca significativa entre o peso
corporal dos animais.

8 dias 16 dias
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Figura 9: Peso corporal (g) dos diferentes grupos tratados com isoproterenol em seus respectivos tempos 8 ou 16
dias de tratamento.

5.1.1 Avaliagdo indireta da hipertrofia cardiaca

Oito dias ap6s o tratamento com isoproterenol, os grupos Iso 0,5.A, Iso 5.A e Iso 10.A
apresentaram aumento do IC ( IC = peso do coracdo/peso corporal) quando comparado ao
controle (0,483 + 0,22; 0,4668 + 0,15; 0,505 + 0,17 vs. 0,292 + 0,04 mg/kg, P < 0,01) bem
como no 16° dia de tratamento (0,524 + 0,19; 0,530 + 0,33; 0,522 + 0,02 vs. 0,320 £ 0,12
mg/kg, P < 0,01), respectivamente. Em relacdo aos grupos tratados com Iso em diferentes
tempos (8 e 16 dias), ha diferenca significativa apenas para a dose de 5 mg/kg (Figura 10),
enquanto a dose de 10mg/kg apresentou tendéncia a diferenca em relagcdo ao grupo avaliado
no tempo de 16 dias. Portanto, a hipertrofia cardiaca nao foi dose dependente e parece ter uma
relagdo tempo dependente, pelo menos nas doses e tempos utilizados.
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Figura 10: Comparag@o do indice cardiaco (mg/kg) dos diferentes grupos tratados com isoproterenol durante 8
ou 16 dias.** p<0,01 vs seu controle; # p <0,01 Iso 5. A vs Iso 5.B.

Como observa-se na figura 11, apenas a dose 5 mg/kg apresentou aumento
significativo do indice hepatico (IH = peso do figado/peso corporal) quando comparado ao
controle. Ao passo que no indice pulmonar (IP = peso do pulmao / peso corporal), ndo houve
diferenca significativa (p > 0,05) entre os grupos tratados com isoproterenol, nos seus
respectivos tempos (Figura 12).
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Figura 11: indice Hepatico dos diferentes grupos tratados com isoproterenol durante 8 ou 16 dias. * p < 0,05 Iso
5 vs salina.
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Figura 12: indice Pulmonar dos diferentes grupos tratados com isoproterenol durante 8 ou 16 dias, p > 0,05.

No tempo de 8 dias a mortalidade foi de 0% para os grupos Iso 0,5.A, Iso 5.A e de 10
% para o grupo Iso 10.A. Ja no tempo de 16 dias, a mortalidade foi de 0 % para o grupo de
Iso 0,5.B, 20% para o Iso 5.B e 40% Iso 10.B. Para este modelo de hipertrofia cardiaca, a
mortalidade foi considerada baixa (ROMAIN et al., 2004).

5.1.2 Registro Eletrocardiografico (ECG)

Curiosamente, os grupos Iso 0,5.A, Iso 5.A, Iso 10.A ndo apresentaram aumento
significativo do indice do complexo QRS quando comparados ao controle (1,13 = 0,11; 1,08
+0,16; 1,19 £ 0,18 vs 1,09 = 0,04 mV, p > 0,05) respectivamente (Figura 13). No entanto, no
tempo de 16 dias, o ECG revelou aumento do indice do complexo QRS nos grupos Iso 5-B e
Iso 10-B (1,77 £ 0,12 e 1,69 = 0,09 vs. 1,12 £ 0,09 mV, p <0,05) e diminui¢dao do AQRS
somente no Iso 10.B (~2,0 £ 0,08 vs. 70 + 4,0 graus, P < 0,05) em relacdo ao controle,
respectivamente (Figura 14).
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Figura 13: Indice do complexo QRS (iQRS) dos diferentes grupos tratados com isoproterenol no tempo de 8 ou
16 dias. * p < 0,05 Iso B vs seu controle.
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Figura 14: Vetor médio de despolarizacio ventricular (AQRS) dos diferentes grupos tratados com isoproterenol
durante 8 ou 16 dias de tratamento. * p < 0,05 vs seu controle.

Todos os grupos tratados com isoproterenol exibiram elevada freqiiéncia de onda S
nas derivagdes bipolares em relagio aos controles (p< 0,05)em ambos os tempos (Tabela 1).
Em relagdo aonda p > 0,1 mv, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos tratados com
Iso e seus respectivos controles. Estatisticamente, todos os grupos apresentaram a mesma
amplitude da onda P nas diferentes doses e diferentes tempos.

Parametros
Grupos -
Onda S Infradesnivelamento ST

Salina A 0/10 0/10

Iso 0,5.A 8/10%* 6/10%*

Iso 5.A 8/10* 6/10*
Iso 10.A 8/9%* 6/9*
Salina B 0/10 0/10

Iso 0,5.B 8/10%* 6/10%*
Iso 5.B 8/8 * 7/8*
Iso 10.B 6/6 * 4/6*
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Tabela 1: Parametros avaliados nos diferentes grupos tratados com isoproterenol em seus diferentes tempos de
tratamento (8 ou 16 dias). * p < 0,05 vs seu controle. Numero de animais com parametro positivo/ Numero total

de animais avaliados.

Todos os grupos tratados com isoproterenol apresentaram um infradesnivelamento do
segmento ST (Tabela 1).

5.1.3. Ecocardiograma (ECO)

A avaliagdo da funcdo sistolica ventricular foi feita pela andlise da fragcdo de
encurtamento (Figura 15). O grupo Iso 10.A (p < 0,01) e os grupos Iso 5.B e Iso 10.B
apresentaram um aumento da fragdo de encurtamento em relacdo aos seus respectivos
controles (P < 0,05).Tabelas 2 e 3.
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Figura 15: Fragdo de encurtamento dos diferentes grupos tratados com isoproterenol em seus respectivos tempos.
** p <0,01 —Iso 10.A vs seu controle; .* p < 0,05 — Iso.B vs seu controle;

Ao avaliarmos o diametro diastolico final (DDF) nao observamos diferenga
significativa entre os grupos (p > 0,05), Tabela 2. Ao passo que os grupos Iso 5.A, Iso 10.A,
Iso 0,5.B, Iso 5.B e Iso 10.B apresentaram diminui¢do significativa no didmetro sistélico final
quando comparados ao controle.

Na avaliacdo da funcdo diastolica, a onda E indica o maior valor da velocidade de
fluxo inicial do enchimento ventricular e a onda A o maior valor da velocidade de fluxo
telediastolico mitral. A relacdo E/A ¢ a relacdo entre a velocidade maxima da onda E e a
velocidade maxima da onda A. No presente trabalho, ndo houve diferenca significativa na
relacdo E/A (p > 0,05).

Em relacdo a freqiiéncia cardiaca, os grupos Iso 5.A e Iso 10. A apresentaram aumento
significativo da freqiiéncia cardiaca quando comparado ao controle (299,6 + 12,09; 317,8 +
9,184 vs 209,5+ 10,30 ). No 16° dia de tratamento, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos tratados com isoproterenol (p > 0,05).
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No presente trabalho, o modelo de hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol nao

apresentou alteragdes funcionais cardiacas importantes avaliadas pelo ecocardiograma.

Parametros Salina 0,9 % Iso 0,5.A Iso 5.A Iso 10.A
FC (bpm) 209,5+10,30 216,613,044 299,6+12,09"" 317,8+£9,184™%
DDF (cm) 0,670,011 0,61 +£0,018 0,66 + 0,021 0,68 £ 0,023
DSF (cm) 0,26 + 0,022 0,23 +£ 0,021 0,19+0,015* 0,13+0,0217%
FE (%) 60,39 + 2,75 61,42 +2.43%* 71,4+ 132" 81,1 £2,05™¢
E/A 1,90 £ 0,48 1,76 £ 0,21 1,76 £ 0,29 1,47+0,11

Tabela 2: Parametros avaliados nos estudos ecocardiograficos dos diferentes grupos tratados com isoproterenol
durante 8 dias de tratamento.** p < 0.01 vs seu controle ; * p < 0,05 vs seu controle;" P < 0,01 Iso 5.A vs Iso
0,5.A;%p<0,01-Iso 10.A vsIso0,5. A; *-p<0,05-Iso 5.A vs Iso 0,5.A ; ** - p < 0,05- Iso 5.A VS Iso
10.A. FC- freqiiéncia cardiaca; DDF- didmetro diastolico final; DSF- didmetro sistolico final; FE — fracdo de
encurtamento; E/A — relacdo onda E/onda A.

Parametros Salina 0,9 % Iso 0,5.B Iso 5.B Iso 10.B
FC (bpm) 208,2+925 204,5+13,16 201,0+14,05 209,7+38,10
DDF (cm) 0,68 + 0,04 0,578 £ 0,03 0,66 + 0,005 0,66 + 0,027
DSF (cm) 0,24 + 0,05 0,188+ 0,01 0,165+ 0,005* 0,185+ 0,023"
FE (%) 61,63 +328 63,402,117 70,33£2,02* 71,00+ 1,47*
E/A 1,88 + 0,34 1,74 £ 0,21 1,72 £ 0,29 1,51 +0,11

Tabela 3: Parametros avaliados nos estudos ecocardiograficos dos diferentes grupos tratados com isoproterenol
durante 16 dias. * p < 0,05 vs seu controle ; # p < 0,05 Iso 10.B vs Iso 0,5.B; # - p < 0,01vs seu controle.FC —
freqiiéncia cardiaca; DDF- didmetro diastolico final; DSF- didmetro sistolico final; FE- fracdo de encurtamento;
E/A —relagdo onda E/ onda A.

5.1.4 Andlise Histologica

Nas areas proximas ao endocardio, observou-se proliferagdo das células do tecido
conjuntivo, predominantemente fibroblastos acompanhada de inflamacdo mononuclear
intersticial, necrose individual de cardiomidcitos e/ou grupos de cardiomidcitos e presenca de
células com nucleo aumentado de volume aspecto vacuolizado com evidenciagdo do nucléolo
(midcitos bizarros). Pela coloracdo de Masson, observou-se extensas areas de fibrose em
todos os grupos e em todos os tempos tratados com isoproterenol, sendo caracterizada por
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uma distribui¢do irregular subendocardica, predominantemente no ventriculo esquerdo e septo
interventricular e, ocasionalmente, no ventriculo direito. Figura 16.

Corroborando os resultados do indice cardiaco, os grupos Iso 0,5, Iso 5 e Iso 10,
apresentaram aumento significativo do didmetro dos cardiomidcitos em relagdo ao controle
tanto no 8 ° (227,6 £ 2.57; 215,5+3,7;228.8 £4.2, vs 173,2 + 3,4, P < 0,01, pixels) como no
16° dia de tratamento (228,1 + 3.2; 232,5 + 3,1; 234,9 + 3,8 vs. 170,2 + 2,6), respectivamente
(Figura 17). Quando se compara os diferentes tempos, verifica-se diferenca significativa
somente na dose de 5 mg/kg, assim como foi observado no indice cardiaco.
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Fig 16: Corte histologico cardiaco demonstrando fibrose subendocardica do ventriculo esquerdo. Al — Salina
0,9%, A 1I-Iso 5.A, B I- salina 0,9%, B 1I- Iso 5.B, C I- Salina 0,9%, C II- Iso 10.A. Objetiva 20, coloracdo
Masson.
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Figura 17: Diametro dos cardiomiocitos dos diferentes grupos tratados com isoproterenol nos seus respectivos
tempos. ** p < 0,01 vs seu controle

Em relacdo ao percentual de fibrose, todos os grupos tratados com isoproterenol, Iso
0,5, Iso 5 e Iso 10 apresentaram aumento significativo da fibrose quando comparado ao
controle salina (Figura 18).
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Figura 18: Percentual de Fibrose nos diferentes grupos tratados com isoproterenol no tempo de 8 ou 16 dias.* p
< 0,01 - Iso vs seu controle; # p < 0,05 Iso10 vs Iso 0,5.
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5.2 Segunda Etapa

5.2.1 Avaliac¢do indireta do sucesso da ovariectomia

Os grupos repostos com estrogeno apresentaram um maior indice uterino quando
comparado aos grupos ndo repostos. Os grupos tratados com a maior dose de estrogeno
apresentaram um maior indice uterino quando comparados aos grupos repostos com a menor
dose (Figura 19).
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Figura 19: Indice Uterino (mg/g) dos diferentes grupos tratados com isoproterenol e/ou estrogeno.** p < 0,01 vs
seu respectivo controle.

5.2.2 Avaliagdo indireta da insuficiéncia cardiaca

Dezesseis dias apos o tratamento, os grupos Sham+Iso, Ovx+Iso, Ovx+E,.7+Iso,
Ovx+E,.140+Iso apresentaram aumento significativo do indice cardiaco quando comparados
aos controles Sham+salina, Ovx+salina, Ovx+E,.7, Ovx+E, .140, respectivamente (Figura
20). O grupo Ovx+E,.140+Iso apresentou aumento significativo do IC quando comparado ao
Ovx+lso.
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Figura 20: indice Cardiaco (mg/g) dos diferentes grupos tratados com isoproterenol e/ou estrogeno. ** p < 0,05
vs seu respectivo controle; # p < 0,05 Ovx + E,.140 vs Ovx + Iso.

Em relacdo ao indice hepatico, somente os grupos Sham +Iso e Ovx+Iso apresentaram
um aumento significativo em relacdo aos seus respectivos controles Sham-+salina e
Ovx+tsalina (p < 0,01). Parece que o proprio estrogeno apresenta efeito hepatotréfico. No
indice pulmonar (Figura 22) ndo houve diferenga significativa entre os grupos.
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Figura 21: Indice Hepatico (mg/g) dos diferentes grupos tratados com isoproterenol e/ou estrogeno. ** p < 0,01

Vs seu respectivo controle.
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Figura 22: indice Pulmonar (mg/g) dos diferentes grupos tratados com isoproterenol e/ou estrogeno durante 16

dias, p > 0,05.
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5.2.3 Registro eletrocardiografico

No final do tratamento, os animais tratados com isoproterenol (Sham+Iso, Ovx+Iso,
Ovx+E,.7+Iso, Ovx +E,.140+Iso) apresentaram aumento significativo da amplitude do
complexo QRS quando comparado ao seus respectivos controles (Sham+salina, Ovx+ salina,
Ovx+E,.7, Ovx+E,.140), sugerindo aumento da massa ventricular (Figura 23). Curiosamente,
ao contrario do indice cardiaco, ndo houve diferenca estatistica entre a amplitude do
complexo QRS do Ovx +E,.140+Iso e Ovx+lIso.
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Figura 23: Amplitude do complexo QRS (v) dos diferentes grupos tratados com isoproterenol e/ou estrogeno
durante 16 dias. * p < 0,05 vs seu controle ; ** p < 0,01 vs seu controle.

Em relagdo a freqiiéncia cardiaca e a duragdo do complexo QRS nao houve diferenca
significativa entres os grupos (p > 0,05).

Grupos Intelall?;; PQ Intervalo QT. (ms) Amp lglllil; QRS
Sham+Salina 0,044 +£0,005 0,107 £ 0,007 1,178 £ 0,003
Sham +Iso 0,047 £+ 0,006 0,140 + 0,006* 2,48 £ 0,004
Ovx +Salina 0,047 +£0,016 0,111 +£0,017 1,324 £ 0,007
Ovx +Iso 0,047 + 0,006 0,136 + 0,006 2,599 £ 0,017
Ovx +E,.7 0,036 + 0,002 0,140 £+ 0,002 1,673 £ 0,019
Ovx+Iso+E,.7 0,049 + 0,004 0,153 £ 0,004 2,328 £0,036*
Ovx +E,.140 0,043 + 0,007 0,134 £+ 0,007 2,139+0,012

Ovx+Iso+E,.140

0,061 + 0,015

0,161 +0,016"

3,124 +0,013™
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Tabela 4: Parametros avaliados nos diferentes grupos tratados com isoproterenol e/ou estrogeno durante 16 dias
de tratamento. * p < 0.05 vs seu controle. # p < 0.05 — Ovx +Iso vs Ovx +E,.140+Iso e Ovx+ E,.140 e
Ovx+Iso+E,.140; ** p < 0.01 vs seu controle; QT.—intervalo QT corrigido pela formula de Bazzet.

Duragdao QRS

Grupos FC (BPM) (ms)
Sham+Salina 345,77+ 4,15 0,024 + 0,002
Sham +Iso 339,3+4,71 0,034 + 0,003
Ovx +Salina 335,5+3,18 0,027 £+ 0,003
Ovx +Iso 343,7+ 7,29 0,026 = 0,002
Ovx +E,.7 321,0+ 6,38 0,023 + 0,003
Ovx+E,.7+Is0 316,8 + 8,60 0,093 + 0,063
Ovx +E,.140 3443 + 3,17 0,027 +£ 0,003
Ovx+E,.140+Iso 341,3£4,16 0,029 £ 0,002

Tabela 5: Parametros avaliados nos diferentes grupos tratados com isoproterenol ¢/ou estrogeno durante 16 dias.
P>0,05.

Como se observa na Tabela 4, o grupo Ovx+E,.140+Iso apresentou um prolongamento
do intervalo QT quando comparado com Ovx +E,.140 e Ovx+Iso.

A Figura 24 mostra aumento significativo da amplitude da onda P em todos os grupos
tratados com isoproterenol quando comparados aos seus respectivos controles, exceto o grupo
Ovx +E,.7+Iso.
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Figura 24: Amplitude da onda P nos diferentes grupos tratados com isoproterenol e/ou estrogeno durante 16 dias.
**p < 0,001 vs seu controle ; * p <0,05 vs seu controle.

A mortalidade foi de 30% (3/10) no grupo Sham+Iso, 40% (4/10) no Ovx+Iso, 30%
(3/10) no Ovx+Iso+E».140 e 10 % no Ovx+Iso+E,.7 (1/10).
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5.2.4 Anédlise Histoldgica

Nos grupos tratados com Iso observou-se na regido subendocardica, proliferagao das
células do tecido conjuntivo, predominantemente fibroblastos acompanhada de inflamacao
mononuclear intersticial, necrose individual de cardiomidcitos e/ou grupos de cardiomidcitos
e presenga de células com nlcleo aumentado de volume, com aspecto vacuolizado e
evidenciacdo do nucléolo (midcitos bizarros). Pela coloragdo de Masson, observou-se
extensas areas de fibrose nos grupos tratados com isoproterenol, sendo caracterizada por uma
distribuicao irregular subendocardica (Figura 26), predominantemente no ventriculo esquerdo
e septo interventricular e, ocasionalmente, no ventriculo direito.

Em relacdo a fibrose, todos os grupos tratados com isoproterenol, Sham+Iso, Ovx+
Iso, Ovx+E,.7+Iso e Ovx+E,.140+Iso apresentaram aumento na porcentagem de fibrose
(19,61 £ 0,64; 20,90 = 1,98 ; 23,92 + 1,48; 22,76 £ 3,57 %, p < 0,05) quando comparados
com seus respectivos controles Sham+Salina, Ovx+Salina, Ovx+E,.7 e Ovx+ E,.140 ( 0,40 £
0,24; 0,31 = 0,20; 0,32 + 0,21; 0,31 + 0,19 %, p > 0,05), respectivamente, (Figura 25). Nao
houve diferenga significativa entre os grupos tratados com estrogeno Ovx+E,.7+Iso e
Ovx+Isot+ E,.140 (23,92 + 1,48; 22,76 + 3,57 %, p > 0,05 ) quando comparados ao grupo
Ovx+Iso (20,90 + 1,98 %, p > 0,05).
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Figura 25: Porcentagem de fibrose dos diferentes grupos tratados com estrogeno e/ou isoproterenol durante 16
dias de tratamento.** p < 0,01 vs seu controle.
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Figura 26: Corte histologico cardiaco demonstrando a fibrose no ventriculo esquerdo. A I- Ovx + E»,.7 A 1l -
Ovx+E,.7+Iso, BI - Ovx + E».140, B II — Ovx + E,».140 + Iso.
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Corroborando os resultados do indice cardiaco, os grupos Sham-+tIso, Ovx+lso,
Ovx+E,.7+Iso e Ovx+tE,.140+Iso apresentaram aumento significativo do didmetro dos
cardiomiocitos em relagdo aos seus respectivos controles Sham+ salina, Ovx + salina, Ovx+
E,.7 e Ovx+ E».140 (199,3 +£3,97; 178,4 = 1,36 ; 183,7 + 3,45; 203,7 + 3,09 vs 149,8 + 5,64 ;
151,4 £ 5,79 ; 153,2 + 5,61; 139,8 + 4,36), (Figura 27). Assim como ocorreu no indice
cardiaco, o grupo Ovx+E,.140+Iso apresentou aumento adicional do didmetro dos
cardiomiocitos quando comparado ao grupo Ovx + Iso (p < 0,05).
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Figura 27: Diametro dos cardiomidcitos (pixels) dos diferentes grupos tratados com Isoproterenol e/ou estrogeno
durantes 16 dias de tratamento.# p < 0,05- Ovx + Iso+ E,.140 vs Ovx +Iso; ** p < 0,01 vs seu controle.
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6. DISCUSSAO

6.1 Primeira etapa

A administracao do agonista B-adrenérgico, isoproterenol, em baixas doses, por um
periodo de 8 e 16 dias, resultou em hipertrofia miocardica, necrose dos cardiomidcitos e
fibrose caracterizada por uma localizagdo subendocardica predominantemente no ventriculo
esquerdo, achados semelhantes ao encontrado por Rona et al. ( 1963).A hipertrofia miocardica
induzida pelo isoproterenol, ¢ bem descrita na literatura. (ZIERHUT & ZIMMER, 1989;
VASSALLO, et al., 1988; BROWN et al., 1992; PEREIRA, et al., 1993; OLIVEIRA, et al.,
1999, KRENEK, et al., 2006).

Considerando o indice cardiaco como uma medida indireta da hipertrofia, os grupos
tratados com diferentes doses de isoproterenol (0,5; 5 ;10 mg/kg) apresentaram o mesmo grau
de hipertrofia cardiaca nos seus respectivos tempos. Quando comparamos os diferentes
tempos, houve aumento do indice cardiaco no tempo de 16 dias, nos grupos Iso 5 e Iso 10. A
hipertrofia cardiaca induzida pelo Isoproterenol, na dose e no tempo utilizado, ndo foi dose
dependente, entretanto, parece ser dependente do tempo. O estudo realizado por Benjamin et
al. (1989), mostrou que diferentes doses de isoproterenol (125; 250; 500; 1; 2,5; 5 /ug/kg, s.c,
durante 10 dias) nao resultou em diferentes niveis de hipertrofia cardiaca, esta ndo foi dose
dependente, corroborando os nossos resultados. Do mesmo modo, Teerlink et al. (1994),
demonstraram que a hipertrofia miocardica induzida pelo isoproterenol nas doses de 85, 170 e
340 mg/kg, s..c., com duas inje¢des com intervalo de 24 horas, apos 2, 6 ¢ 16 semanas do
tratamento, nao foi dose-dependente.

Em nosso estudo, o grupo tratado com a menor dose de Iso durante 8 dias ndo
apresentou alteragcdes funcionais cardiacas significativas corroborando com os resultados de
Takeshita et al.(2008) , os quais utilizaram uma dose de 1.2 mg/kg/dia durante 3 e 7 dias e ndo
observaram alteracdes funcionais cardiacas importantes. Este mesmo trabalho demonstrou
que ndo houve diferenca na hipertrofia nos animais tratados com a dose de 1.2 mg/kg/dia
durante 3, 7 ou 14 dias, semelhante ao que ocorreu em nosso estudo na dose mais baixa. Em
nosso estudo, quando utilizamos uma dose maior (5mg/kg/ dia), houve diferenca na relagdo
IC entre os tempos de 8 e 16 dias de tratamento. Provavelmente, ao se utilizar uma dose de
isoproterenol maior, o tempo de administragdo parece ser mais importante que a dose.

Corroborando os resultados do indice cardiaco, os grupos tratados com isoproterenol
apresentaram aumento do didmetro dos cardiomiocitos, confirmando a hipertrofia dessas
células. Em nosso estudo, o Iso na dose e tempo utilizados, ndo causou insuficiéncia cardiaca
congestiva, assim como o estudo realizado por Teerlink et al. ( 1994). Por outro lado, estudo
realizado por Grimm e colaboradores (1998) demonstrou que alta dose de isoproterenol em
uma unica administracdo levou a insuficiéncia cardiaca leve. Estudo realizado por Yeager e
colaboradores (1981), revelou que a injecdo subcutanea de iso na dose de 2,5 ou 250 mg/kg
resultou insuficiéncia cardiaca, hipotensdo e taquicardia dose dependentes.

O isoproterenol causa hipertrofia miocardica por agdo direta nos receptores beta
adrenérgicos e pelo estimulo na producdo de renina e angiotensina II, desencadeando processo
hipertrofico miocardico, através de estimulacdo dos receptores para angiotensina II (AT1),
modulados pela proteina G que, via fosfolipase C (BRISTOW, et al., 1989; NAGANO, et al.,
1992), ativa a proteina quinase C. Outro mecanismo possivel de hipertrofia induzida pelo
isoproterenol seria secundario a ag¢do inotropica e cronotropica positivas sobre o coragdo. E
conhecido que o estiramento das fibras cardiacas desencadeia o processo hipertrofico via
adenilciclase e AMPc, estimulando a expressdo de protooncogenes (TARAZI, et al., 1982).
Ocorre a ativacdo dos receptores beta- adrenérgicos resultando em aumento do AMPc
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intracelular, ocorrendo assim aumento da proteina quinase A (PKA). Esta em resposta a
estimulagdo beta — adrenérgica, influencia diretamente a contracdo dos cardiomidcitos
alterando os canais de calcio tipo L no sarcolema, o receptor de rianodina e a fosfolambam no
reticulo sarcoplasmdtico. A fosforilagdo da fosfolambam leva aumento da atividade da
SERCA do reticulo sarcoplasmatico e conseqiientemente uma acelerada acumulacdo de célcio
no reticulo sarcoplasmatico (TAKESHITA, et al., 2008 ).

A analise eletrocardiografica revelou um resultado bastante interessante. Os grupos Iso
0,5.A, Iso 5.A e Iso 10.A, apesar de terem apresentado hipertrofia avaliado pelo indice
cardiaco e confirmado pelo aumento no didmetro dos cardiomidcitos na histologia, ndo
apresentaram aumento do indice QRS . Por outro lado, no tempo de 16 dias, este resultado s6
se repetiu no grupo que recebeu a dose de 0,5mg/kg. Curiosamente, somente os grupos Iso 5.
B e Iso 10.B apresentaram aumento significativo do indice QRS. Neste trabalho o
eletrocardiograma mostrou-se util em detectar a hipertrofia cardiaca no tempo de 16 dias,
entretanto exibiu resultados falso-negativos em virtude do tempo de avaliacdo e/ou dose
utilizada.

O diagnostico da hipertrofia ventricular pelo eletrocardiograma ¢ baseado no aumento
da amplitude do complexo QRS, da duragdo do intervalo QT ¢ em mudangas na onda T.
(YAN & ANTZELEVITCHY, 1998; GIMA & RUD , 2002; KOHUTOVA, et al., 2006).
Entretanto, este método de diagnostico apresenta falso-negativos e baixa sensibilidade
(ROMHILT & ESTES, 1968; REICHEK, et al., 1981). Bacharova et al.,, (2004),
demonstraram que o aumento da massa do ventriculo esquerdo ndo esta associado com
aumento da amplitude do complexo QRS. Estudo demonstrou reducdo da conexina 43 em
ratos espontaneamente hipertensos quando comparados ao controle, sugerindo que os
diferentes achados entre a amplitude do complexo QRS e o aumento da massa ventricular
esquerda possa ser causado pelo remodelamento elétrico (BACHAROVA, et al., 2008).
Portanto, baseado em nossos resultados, recomenda-se cautela no diagnostico de hipertrofia
ventricular baseado no ECG.

Em relagdo ao vetor médio de despolarizacdo ventricular, o grupo Iso 10.B apresentou
diminui¢do neste parametro, embora permanecendo dentro da normalidade para a espécie (0°
— 90°) (MIRANDA, 2004; OLIVARES, 2006). Os grupos tratados com isoproterenol
exibiram elevada freqiiéncia da onda S nas derivacdes bipolares e presenca de
infradesnivelamento do segmento ST, em ambos os tempos. Estes resultados sdo similares ao
estudo realizado por Kralova et al. (2008) os quais utilizaram a dose de 5 mg/kg/dia, s.c , de
isoproterenol e observaram aumento do intervalo QT, do complexo QRS, presenga de onda S
e de infradesnivelamento do segmento ST, este provavelmente relacionado a isquemia
subendocardica e a necrose.

Apenas os animais tratados com isoproterenol durante 8 dias (Iso 5.A e Iso 10.A)
apresentaram aumento da freqiiéncia cardiaca em relagdo ao controle, corroborando os
resultados do Bestetti et al. (1987). Entretanto os grupos tratados com isoproterenol durante
16 dias ndo apresentaram um aumento na freqiiéncia cardiaca. Acredita-se que esta possa nao
ter aumentado em decorréncia da prépria hipertrofia, o que em decorréncia do aumento da
massa miocardica, aumenta o débito cardiaco e diminui a freqiiéncia cardiaca ou ainda,
devido ao fendmeno de dessensibilizagdo dos receptores B - adrenérgicos como ja descrito por
Kudej et al. (1997). Este ultimo trabalho demonstrou que a administragdo de isoproterenol na
dose de 30ug/g/dia, por infusdo, durante 13 dias, causou dessensibilizagdo dos receptores [3-
adrenérgicos, ocorrendo diminuicao da densidade dos receptores e decréscimo na atividade da
adenilciclase.

A mortalidade no presente estudo foi considerada baixa para o modelo de hipertrofia
utilizado. Provavelmente o fracionamento de Iso possa ter sido responsavel pela baixa
mortalidade nos diferentes grupos tratados com Iso. A estratégia farmacocinética utilizada foi
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diminuir o pico da concentracdo plasmatica da droga e portanto os efeitos do farmaco,
principalmente o efeito hipotensor, devem ter sido atenuados.

A avaliacdo ecocardiografica revelou aumento da fragdo de encurtamento (FE) do
grupo Iso 10.A e em todos os grupos tratados com Iso no tempo de 16 dias. Ocorreu também
uma diminui¢do no diametro sistolico final. Estudo realizado por Hori et al., 2008, também
demonstrou aumento da FE em fémeas tratadas com isoproterenol nas doses de 2,5
pg/kg/min, 5.0 pg/kg/min e 10 pg/kg/min, administrado por infusdo. Por outro lado,
Takeshita e colaboradores (2008) ndo observaram alteragdo na FE nos ratos tratados com Iso
na dose de 1,2 mg/kg, s.c., durante 3, 7 ou 14 dias. Acreditamos que possa ter ocorrido este
resultado em funcdo da dose utilizada ter sido menor que a utilizada no presente trabalho.

A necrose miocardica causada pelo isoproterenol ¢ bem descrita na literatura (RONA,
et al., 1985; TODD, et al., 1985), por outro lado, estudo realizado Kudej et al. (1997) mostrou
que a utilizagdo do isoproterenol na dose de 30ug/g/dia por infusdo durante 13 dias causa
hipertrofia cardiaca sem 4reas de necrose. A analise histoldgica neste estudo confirmou a
hipertrofia ventricular e revelou areas de fibrose com localizagdo subendocardica no
ventriculo esquerdo e regido septal e algumas areas de necrose. Estes resultados sdo similares
ao encontrado por Jalil, et al. (1989), os quais utilizaram a mesma dose de isoproterenol
utilizada neste trabalho (0,5 mg/kg/dia, s.c), durante 10 e 30 dias. Por outro lado, alguns
estudos com isoproterenol descreveram areas de necrose celular extensas, sugerindo que essas
alteragdes seriam de natureza isquémica pelo aumento abrupto e intenso do trabalho cardiaco
sem o necessario aporte de oxigénio. A critica que fazemos € que esses trabalhos utilizaram
doses maiores de isoproterenol que a empregada no presente estudo. (GRIMM, et al., 1998;
RONA, et al.,1985).

As mudangas patologicas miocéardicas se assemelham ao infarto miocardico, com
fibrose caracterizada por uma distribui¢do subendocérdica. No presente estudo a fibrose
miocardica parece ter tido uma relagdo dose-resposta, pelo menos na faixa de dose utilizada.
Essa relacdo dose-resposta parece ser mais clara com a utilizagdo de doses maiores de
isoproterenol. Do mesmo modo, estudos anteriores mostraram que este efeito ¢ dose
dependente (RONA, 1963; YEAGER, 1981) e resultou em alteragdes nos pardmetros
hemodindmicos aguda (BEZNAK, et al., 1962) e cronicamente (BEZNAK, et al., 1964). O
estudo de Benjamin et al. , 1989, indicou que existem pelo menos trés relagdes entre a necrose
miocardica e a fibrose induzida pela administracdo de isoproterenol. Ambas se desenvolvem
na mesma regido (subendocardica), aparecem no mesmo tempo de tratamento e apresentam
relacdo dose-resposta similares. Na dose de 125 ug/kg/dia s.c. isoproterenol, os animais
apresentam aumento significativo da fibrose e necrose cardiacas, e o aumento da dose de Iso,
observa-se aumento da necrose e fibrose concomitantemente (BENJAMINN, et al., 1989).

Neste estudo, as alteragdes no tecido miocardico causada pelo isoproterenol sdo mais
prevalentes nas areas cardiacas mais susceptiveis a isquemia (regido subendocardica do
ventriculo esquerdo), corroborando os resultados descritos por Rona et al., (1963). Acredita-se
que atividade beta adrenérgica no coracdo exercida pelo isoproterenol, aumente o
metabolismo oxidativo a um nivel que excede a quantidade de oxigénio disponivel para o
cardiomidcito através da circulagdo coronariana. O desequilibrio energético em conjunto com
uma série de alteragdes bioquimicas (fluxo de célcio alterado, estimulagdo do sistema adenil
ciclase, agregacdo de plaquetas e formacdo de espécies reativas de oxigénio) (VAN VLEET,
et al., 2002) bem como alteragdes estruturais (alteracdo na permeabilidade de membrana)
(BOUTET et al., 1976; TODD, et al., 1980), parece contribuir para a patogénese das lesdes
nos cardiomidcitos (RONA, 1985). Em adicdo, a area do coragdo mais susceptivel a hipoxia
causada pela taquicardia parece ser a regido subendocardica do ventriculo esquerdo
(BALAZS, et al.,, 1986; VAN VLEET, et al., 2002). O aumento da freqiiéncia cardiaca
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causada pelo isoproterenol provoca incremento do trabalho com conseqiiente aumento da
demanda de oxigénio pelo musculo cardiaco (GUN & MADY, 1999).

Além disso, o aumento do trabalho imposto ao miocardio, também causa deplecao das
reservas de energia das células musculares cardiacas, o que ocasiona complexas mudangas
bioquimicas e estruturais que levam as alteragdes na permeabilidade da membrana
(HANDFORTH, 1962; RONA, 1985). O mecanismo exato da lesdo miocéardica provocada
pelo isoproterenol ainda nao esta totalmente esclarecido; mas um desequilibrio entre a oferta e
demanda de oxigénio versus hipotensdo nas corondrias e a hiperatividade miocardica,
parecem ser a melhor explicagdo para as mudancas morfoldgicas observadas no miocardio.
(GRIMM et al. 1998). Outros mecanismos fisiopatogénico tém sido propostos para explicar as
lesdes miocardicas produzidas pelo isoproterenol: (a) efeito cardiotoxico direto ao induzir
alteragdes na permeabilidade da membrana (MILEI & RAPAPORT, 1976); (b) perda local de
potassio com alteragdes do potencial de membrana (ROSENMANN et.al.,1964); (c) redugdo
da perfusdo no subendocardio e consumo excessivo de oxigénio devido ao efeito inotropico
(KAHN et al., 1969); (d) aumento da mobilizacdo de acidos graxos, da peroxidagdo lipidica e
da geragdo de radicais livres que aumentam a permeabilidade da membrana (NORONHA-
DUTRA & STEEN, 1982; SINGAL, 1983; MOHAN & BLOOM,1999); (e) perda do
acoplamento intracelular de alta energia (MILEI et al., 1978); (f) desequilibrio eletrolitico
(SINGAL et al., 1981 e 1982) e (g) aumento do influxo de célcio para o meio intracelular
(DHALLA et al.,1996). Assim, as mudangas bioquimicas e estruturais comprometem a
integridade estrutural do sarcolema dos cardiomidcitos expostos ao isoproterenol (YUNGE et
al.,1989).

Assim como no estudo realizado por Silver, et.al. (1990), no presente estudo a fibrose
miocdrdica parece também nao ter relacdo com o tempo de tratamento, ndo houve diferenca
estatistica entre a porcentagem de fibrose no tempo de 8 e 16 dias.

Evidenciou-se nos animais com hipertrofia miocardica a existéncia de acentuada
deposicao de tecido colageno, que ¢ um achado comum neste modelo de hipertrofia (TANG,
et al., 1996; LIN, 1973) como processo reparativo a necrose muscular induzida pela droga.

A formagdo de coldgeno determina rigidez do miocardio, levando inicialmente a
insuficiéncia diastélica. Talvez seja esse o primeiro mecanismo protetor da funcdo
miocardica, evitando neste estidgio a dilatacdo excessiva da camara cardiaca. Posteriormente,
ocorre a insuficiéncia sistolica, com a atrofia dos cardiomiocitos e acimulo de fibras
colagenas, isolando-as eletricamente e criando condigdes para o aparecimento de focos
arritmogénicos (WEBER, 1991; MCLENACH, et al., 1987).

6.2. Segunda Etapa

Na segunda etapa, foi avaliado o efeito do 17-f estradiol na hipertrofia miocardica
induzida pelo isoproterenol. Estudos anteriores demonstraram que a administragdo de 10° M
de 17 P - estradiol inibi o influxo de calcio através dos canais de Ca™ tipo L pela estimulagdo
B — adrenérgica cardiaca, conferindo cardioprotecdo (MEYER et al., 1998 ; LI et al., 2000).
Entretanto, nosso estudou demonstrou que no modelo de hipertrofia induzida pelo
isoproterenol, no protocolo utilizado, o estrogeno nao conferiu efeito cardioprotetor no
remodelamento cardiaco.

Todos os grupos tratados com isoproterenol apresentaram aumento do indice cardiaco
em relagdo aos seus controles. Ao contrario de alguns estudos (LI, 2000; VAN EICKELS et
al., 2001), o estrégeno ndo preveniu a hipertrofia cardiaca avaliada pelo IC e pelo diametro
dos cardiomiocitos. Curiosamente, o grupo que recebeu a maior dose de estrégeno (140
ug/kg/dia) apresentou um IC maior quando comparado ao grupo ovariectomizado sem
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reposicdo hormonal. No nosso estudo, a dose de 140 pg/kg potencializou a hipertrofia
cardiaca. Estudos anteriores j& reportaram que a agdo do estrogeno nos cardiomidcitos ¢
diferente dependendo do modelo de hipertrofia utilizado, da espécie e via de administracdo do
hormonio. Alguns desses demonstram que o estrogeno atenua o remodelamento cardiaco em
modelo de hipertensdo, todavia, no modelo de infarto, o E, acentuou o remodelamento pos
infarto do miocardio (VAN EICKELS et al., 2001). Isto, suporta a idéia que ha diferengas no
efeito do E2 no remodelamento ventricular, que depende pelo menos do tipo de estimulo no
cardiomiocito.

Estudo realizado por Patten et al., (2008), demonstrou que o tratamento de
camundongos com E, aumenta a 4rea de seccdo transversa dos cardiomiocitos e a expressao
do gene B- MHC, a isoforma lenta da cadeia pesada de miosina, além da hipertrofia dos
cardiomiocitos. Por outro lado, no mesmo estudo, houve redugdo do ventriculo esquerdo e da
hipertrofia dos cardiomiocitos apos a coarctacdo da aorta, confirmando a hipoétese de que o
estrogeno pode aumentar ou diminuir o remodelamento ventricular, dependendo do tipo de
estimulo recebido pelo cardiomidcito. Em nosso estudo, o estrogeno na dose de 7 ug/kg/dia e
140 ug/kg/dia ndo diminuiu o remodelamento cardiaco provocado pelo estimulo agonista 3-
adrenérgico. Curiosamente, neste modelo de hipertrofia cardiaca, 17-p estradiol na dose de
140 ug/kg/dia acentuou o IC nas ratas ovariectomizadas.

Outros estudos demonstram que coelhas ovariectomizadas tratadas com 17- f estradiol
aumentou a massa cardiaca (SCHAIBLE, et al., 1984; SCHEUER, et al.,, 1987,
PATTERSON, et al., 1998).

Uma outra questdo que deve ser levada em consideracdo ¢ a dose do estrogeno
utilizada. E bem estabelecido que mulheres na pré-menopausa tém menos tendéncia a doengas
cardiovasculares quando comparados aos homens, provavelmente devido a presenca de
estrogeno endogeno (ISLES, et al., 1992, ADAMS, et al., 1999, TAMURA, et al., 1999).
Entretanto, dados de terapia de reposicdo hormonal com estrogeno sdo conflitantes
(STAMPFER, et al., 1991; GRODSTEIN, et al., 1997, 2000; REIS, et al., 2000, SHLIPAK,
et al., 2001; ALEXANDERSEN, et al., 2006). Estudos mostram que as mulheres na pré
menopausa tem prote¢do contra doencas cardiovasculares, entretanto a reposicdo hormonal na
pdés menopausa nao confere protegdo, segundo alguns estudos clinicos. Uma explicagdo para
essa controvérsia pode ser a dose. Grodstein et al., ( 2000) demonstraram que o estrogeno
0.3 mg/ dia diminuiu o risco de eventos coronarianos enquanto 0,625 mg e a combinacao
com um progestageno aumentou o risco. Genant et al., (1997) reportaram que baixa dose de
estrogeno (0,3 mg) acarretou em mais beneficios do que em altas doses. Varias doses de
estrogeno (3 — 83,3 ng /dia) tem sido usado em estudos com animais. Dependendo do estudo,
estrogeno exerceu efeito benéfico, maléfico ou nao interferiu no coragdo (HUGEL, et al.,
1999; VAN EICKELS, et al.,, 2003; PELZER, et al., 2005; HAMADA, et al., 2006;
BABIKER, et al., 2006; BEER, et al., 2007). Beer, et al., (2007), demonstraram que alta dose
de estrogeno (83,3 ng /dia) preveniu o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca ap6s infarto
do miocardio em ratos, entretanto Hugel, et al., (1999) reportaram que a reposicdo com
estrogeno (11,1 pg / dia) ndo teve efeito benéfico sobre o remodelamento cardiaco pos infarto
em ratos.

Zhan et al., (2008), demonstraram que o estrégeno pode ser cardioprotetor ou
prejudicial ao coracdo no modelo de infarto, o que ird depender da dose utilizada. Baixa dose
tende a ser benéfico, entretanto, altas doses pode ser prejudicial para o coragdo. Entdo, a dose
¢ um importante fator a ser considerado quando se estuda os efeitos do estrégeno no coragao.

Em relagdo ao estudo eletrocardiografico, os animais tratados com isoproterenol
apresentaram aumento da amplitude do complexo QRS, revelando assim aumento da massa
ventricular cardiaca em resposta a acao - adrenérgica. A causa do aumento do complexo
QRS esta geralmente associado ao aumento da massa muscular cardiaca, que decorre da
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hipertrofia do musculo em resposta a uma carga excessiva sobre uma ou outra parte do
coracdo. A hipertrofia possibilita geracdo de maior eletricidade em torno do coragdo e como
conseqiiéncia, os potenciais elétricos registrados nas derivagdes eletrocardiograficas sao
consideravelmente maiores que o normal (OPIE, 2004). Curiosamente, o grupo
Ovx+E,.140+Iso ndo apresentou aumento adicional da amplitude do complexo QRS quando
comparado com Ovx+lso, j& que naquele grupo a hipertrofia foi significativamente mais
intensa. Provavelmente, o E, pode ter causado alteragcdes no remodelamento elétrico, ou seja,
alteragdes na expressdo de canais e/ou jungdes comunicantes importantes para a propagacao
do potencial de agdo e, portanto alteragdo do vetor elétrico e os parametros
eletrocardiograficos.

Todos os grupos tratados com isoproterenol apresentaram prolongamento do intervalo
QT que representa o tempo gasto na despolarizacdo e repolariza¢do ventricular. Indicando
efeito sobre a atividade e/ou expressdo de canais i6nicos no ventriculo.

Os grupos tratados com isoproterenol apresentaram aumento atrial, sugerido pelo
aumento da amplitude da onda P. No presente estudo, o proprio estrogeno apresentou efeito
hipertréfico sobre os atrios. Além disso, em 1920, Bazzet reportou que o intervalo QT ¢ 15 a
20 ms maior em mulheres do que em homens. Estes achados sugerem uma influéncia
hormonal no mecanismo que envolve principalmente a repolarizagdo cardiaca. Estudos
experimentais em animais mostraram que o estradiol pode diminuir a expressdo dos canais
para potassio (DRICI, et al., 1996; EBERT, et al., 1998), os quais regulam a repolarizagao,
refletindo no aumento do intervalo QT. Ja o estudo realizado por Hulot et al., (2003), nao
observou diferenga significativa na duracdo do intervalo QT durante o ciclo menstrual em
mulheres. Em nosso estudo, o estrogeno em alta dose associado ao isoproterenol aumentou o
intervalo QT..

A andlise histoldgica neste estudo confirmou a hipertrofia ventricular e revelou areas
de fibrose com localiza¢do subendocardica no ventriculo esquerdo e regido septal e algumas
areas de necrose em todos os grupos tratados com isoproterenol. Assim como o indice
cardiaco, os grupos tratados com Iso apresentaram aumento no didmetro dos cardiomidcitos
quando comparado aos seus respectivos controles. Além disso o grupo Ovx +E,.140+Iso
apresentou aumento adicional quando comparado ao grupo Ovx+Iso.

Na segunda etapa do estudo, assim como na primeira, as alteracdes no tecido
miocardico causada pelo isoproterenol foram mais prevalentes nas areas cardiacas mais
susceptiveis a isquemia (regido subendocardica do ventriculo esquerdo), corroborando os
resultados descritos por Rona et al., (1963).

Em nosso estudo ndo houve diferenca no % de fibrose entre as fémeas integras e as
ovariectomizadas, corroborando os resultados de Hori et.al. (2008). Sabe-se que os
metabdlitos do estrogeno, estrona e 2-hidroxiestrona, estimula a proliferagdo de fibroblastos
(GROHE, et al., 1996, 1998), entretanto, no presente estudo, as fémeas repostas com
estrogeno e Iso apresentaram, estatisticamente, a mesma porcentagem de fibrose quando
comparadas as fémeas tratadas somente com isoproterenol.
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7 CONCLUSOES

1. A hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol parece ser tempo e ndo dose
dependente, pelo menos no protocolo utilizado;

2. As alteragdes funcionais cardiacas (analisadas por eletro e ecocardiograma) nao
parecem ter relacdo apenas com a massa cardiaca;

3. Algumas alteracdes eletro e ecocardiograficas sdo tanto dose como tempo
dependentes.

4. O estudo sugere cautela na utilizagdo dos parametros -eletrocardiograficos
(principalmente a amplitude do complexo QRS) para estimativa da hipertrofia cardiaca
induzida pelo isoproterenol, uma vez que em alguns casos apresentou resultado falso —
negativo

5. A hipertrofia induzida pelo isoproterenol induz fibrose e algumas areas de necrose
caracterizada por uma localizagdo subendocardica predominantemente no ventriculo

esquerdo.

6. A fibrose induzida pelo Iso tende a ter uma relagdo dose dependente a partir de
utilizagao de doses maiores do agonista B- adrenérgico.

6. O estrogeno na dose de 140 pg/kg/dia potencializou a hipertrofia cardiaca induzida
pelo isoproterenol, porém o ECG nao foi sensivel em detectar essa diferenga.

7. O estrogeno, no protocolo utilizado, ndo reduziu a porcentagem de fibrose no
modelo de hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol.
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8. PERSPECTIVAS

Considerando a potencializagdo da hipertrofia cardiaca induzida pelo estrogeno em
altas doses em ratas ovariectomizadas, pretende-se em futuro préoximo buscar as bases
moleculares para o provavel efeito do E, sobre a expressdo de proteinas importantes para a
conducao elétrica cardiaca. Um dos alvos mais importantes para esse estudo seria a conexina
43, que sdo subunidades protéicas formadoras das jungdes comunicantes em vérios tecidos
como o miocardio, o endotélio vascular e o cérebro.

Alguns estudos sugerem que a conexina 43 exerce papel relevante na condugdo
elétrica e se relaciona com o agravo da hipertrofia cardiaca (TEUNISSEN et. al., 2004;
KOSTIN et al., 2004). Em pacientes com cardiomiopatia isquémica ou inflamatoria, observa-
se uma redistribuicdo da conexina 43 desde os discos intercalados nas superficies laterais dos
cardiomiocitos do ventriculo esquerdo e nas areas com alteragdes estruturais. No ventriculo
esquerdo dos coracdes insuficientes, a quantidade de conexina 43 nos midcitos foi
significativamente mais baixa quando comparada aos coragdes normais (KOSTIN et al.,
2003). Além disso, Salameh et al. (2006), demonstraram que estimulo o adrenérgico alterou a
expressao da conexina 43 nos cardiomidcitos. Portanto, o estudo da expressao da conexina 43
em nosso modelo, por meio da técnica de reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR), sera

decisivo para o melhor entendimento dos nossos resultados.
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