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RESUMO



Introdugdo: A hipertensdo arterial sistémica é uma das principais causas de
insuficiéncia cardiaca (IC). Durante o desenvolvimento de hipertrofia miocdrdica
e a evolucdo para IC, ocorre ativacdo dos sistemas nervoso simpatico e renina-
angiotensina-aldosterona. Estudos clinicos e experimentais mostraram que a
aldosterona exerce diversos efeitos deletérios sobre o sistema cardiovascular e
que o bloqueio de sua acdo melhora a sobrevida e atenua o remodelamento
ventricular na IC avancada. Entretanto, poucos estudos avaliaram as
consequéncias de seu bloqueio na hipertensao arterial, antes do surgimento de
sinais de IC. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administracéo
precoce de espironolactona sobre variaveis estruturais e funcionais cardiacas de
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e, adicionalmente, investigar os
componentes responsdveis pela remodelacdo da matriz extracelular. Métodos:
Ratos SHR com 13 meses de idade foram divididos em dois grupos: um grupo SHR
controle (SHR-C, n=20) e outro grupo SHR tratado com espironolactona (20
mg/kg(dia) (SHR-ESP, n=24) por seis meses. Ratos Wistar-Kyoto (WKY-C, n=15)
de mesma idade foram utilizados como controle. A pressao arterial sistélica (PAS)
foi medida no inicio e no final do experimento. A avaliacdo estrutural e funcional
in vivo do coracdo foi realizada por meio de ecocardiograma. A funcdo miocdrdica
in vitro foi avaliada em preparacdes de musculo papilar isolado do ventriculo
esquerdo (VE). As andlises séricas de eletrolitos e creatinina foram realizadas por
kits bioquimicos especificos. Para analise de varidveis anatémicas foram medidos
os pesos umidos e secos do VE, ventriculo direito (VD), 4trios e amostras de
figado e pulmado. Amostras de tecido do VE foram obtidas para andlises
histolégicas, quantificacdo de hidroxiprolina e das concentra¢bes de colageno
total e soluivel, e avaliacdo das expressdes génica e proteica dos coldgenos tipo I e
I1I, e da lisil oxidase. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via
complementada com teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis de uma via
complementado com teste de Dunn (WKY-C vs. SHR-C e SHR-C vs. SHR-ESP) e
ANOVA de duas vias para modelo de medidas repetidas complementada com teste
de Bonferroni para as varidveis peso corporal e PAS. O teste de Goodman foi
utilizado nas andlises de mortalidade e de sinais de IC. Os resultados foram

discutidos no nivel de significancia de 5%. Resultados: Os animais do grupo SHR-
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ESP apresentaram menor porcentagem de animais com IC e mortalidade
intermedidria entre os outros dois grupos. Os valores de PAS inicial e final foram
semelhantes entre os grupos hipertensos. Ndao houve diferenca entre os grupos
SHR em relacdo as varidveis estruturais e funcionais avaliadas por
ecocardiografia. A avaliacdo in vitro mostrou melhora da contratilidade e do
relaxamento miocardico no SHR-ESP, bem como menor valor das varidveis
anatémicas pesos do VD e dtrios. A drea seccional do cardiomidcito e a
concentracdo miocardica de coldgeno total foram menores no grupo SHR-ESP. O
conteudo de hidroxiprolina, coldgeno soltivel e da fracdo coldgena miocardica nao
foram estatisticamente diferentes entre os grupos hipertensos. As expressdes
génica e proteica dos coldgenos tipo I e III, e da lisil oxidase ndo foram diferentes
entre os grupos SHR. Conclusdo: A introducdo de espironolactona em ratos
hipertensos nado controlados, antes do surgimento de sinais clinicos de
insuficiéncia cardiaca, reduz a hipertrofia e o coldgeno miocdrdico, melhora a

funcéo contratil e o relaxamento miocardico e atenua a taxa de mortalidade.

Palavras-chave: aldosterona, coldgeno, espironolactona, insuficiéncia cardiaca,

ratos espontaneamente hipertensos, remodelamento cardiaco.
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ABSTRACT



Introduction: Hypertension is a leading cause of heart failure (HF). During the
development of myocardial hypertrophy and progression to heart failure there is
activation of sympathetic nervous and renin-angiotensin-aldosterone systems.
Clinical and experimental studies have shown that aldosterone exerts several
deleterious effects on cardiovascular system and that blocking its action improves
survival and attenuates ventricular remodeling in advanced HF. However, few
studies have evaluated the consequences of aldosterone blockade in hypertensive
cardiopathy before clinical evidence of HF. The purpose of this study was to
evaluate the effects of early spironolactone (SPR) administration on cardiac
structure and function in spontaneously hypertensive rats (SHR) and to
investigate extracellular matrix remodeling. Methods: Forty-four 13 month old
SHR were divided into two groups: control SHR (SHR-C, n=20) and SHR treated
with SPR 20 mg/kg/day (SHR-SPR, n=24) for six months. Age-matched Wistar-
Kyoto rats (WKY-C, n=15) were used as controls. Systolic blood pressure (SBP)
was measured at the beginning and end of the experiment. Echocardiogram was
performed to evaluate in vivo cardiac structures and left ventricular (LV)
function. Myocardial function was analyzed in LV papillary muscle preparations.
Serum electrolytes and creatinine levels were determined by specific biochemical
kits. Wet and dry weights of LV, right ventricle, atria, and liver and lung samples
were measured. LV tissue samples were obtained for histological analysis,
determination of hydroxyproline and total and soluble collagen concentration,
and evaluation of types I and III collagen, and lysyl oxidase gene and protein
expressions. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA and
Bonferroni’s test or one-way Kruskal-Wallis and Dunn’s test (WKY-C vs. SHR-C and
SHR-C vs. SHR-SPR), and two-way repeated measures ANOVA with Bonferroni’s
test for body weight and SBP. Goodman's test was used to analyze mortality and
HF features. The results were discussed at a significance level of 5%. Results: The
SHR-SPR group showed lower percentage of HF and mortality rate intermediate
between SHR-C and WKY-C. SBP was similar at the beginning and end of the
experiment between hypertensive groups. Structure and function variables
assessed by echocardiography were not different between SHR groups. In vitro

myocardial function was improved in SHR-SPR. Right ventricular and atrial
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weights, cardiomyocyte cross sectional area, and total myocardial collagen
concentration were lower in SHR-SPR than SHR-C. Myocardial hydroxyproline
concentration, soluble collagen, interstitial collagen fraction, types I and III
collagen, and lysyl oxidase gene and protein expression was not different between
SHR groups. Conclusion: Aldosterone blockade initiated before clinical evidence of
heart failure decreases myocardial hypertrophy and collagen content, ameliorates
myocardial contraction and relaxation, and attenuates mortality rate in

spontaneously hypertensive rats.

Key Words: aldosterone, cardiac  remodeling, collagen, heart failure,

spironolactone, spontaneously hypertensive rats.
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INTRODUCAO



A hipertensdo arterial sistémica (HAS) acomete cerca de 600 milhdes
de pessoas no mundo, segundo a Organizacdo Mundial de Saude. Estima-se que
1,56 bilhdo de pessoas poderdo apresentar HAS em 2025, o que provocaria uma
epidemia global de doencas cardiovasculares (www.sbh.org.br).

No Brasil, a prevaléncia de HAS na populacdo geral é de
aproximadamente 30%, chegando a mais de 50% na terceira idade, o que
representa a principal doenca cardiovascular em nosso meio. O numero anual de
mortalidade brasileira, por doencas cardiovasculares, se aproxima de trezentas
mil pessoas, sendo que mais da metade ocorre devido as complicacées da HAS
(www.sbh.org.br).

Além dos efeitos deletérios aos varios 6rgdos como cérebro, rins e
sistema vascular, a HAS causa alteracbes cardiacas que irdo comprometer a
funcdo do coracido e, mais tardiamente, levar ao desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca (IC). A elevacdo da pressdo arterial induz hipertrofia miocdrdica, que é
uma resposta adaptativa do coracdo, e promove a manutencdo do débito cardiaco
em valores normais. Evolutivamente, a hipertrofia leva a IC, inicialmente
decorrente de disfuncdo diastdlica isolada do ventriculo esquerdo (VE). Com a
persisténcia da pressdo arterial elevada e a incapacidade do miocardio de
continuar se hipertrofiando, estabelece-se o comprometimento adicional e
predominante da funcéo sistdlica, com piora acentuada do quadro clinico da IC e
do prognéstico do paciente (Cicogna et al, 2000). A presenca de hipertrofia
miocdrdica, por si so, representa fator de risco independente para morbidade e
mortalidade cardiaca (Frey et al., 2004).

Sobrecargas hemodinamicas cronicas, como a HAS, induzem
alteracdes na geometria, volume, massa, constituicdo e funcdo do coracao. Esse
processo é denominado remodelamento cardiaco. Esse processo envolve, além de
hipertrofia dos midcitos, alteracdes na quantidade e qualidade do coldgeno na
matriz extracelular (Cohn et al., 2000; Spinale, 2002).

A participacdo de sistemas neurohormonais no remodelamento
cardiaco tem sido objeto de muito estudo nas ultimas décadas. Atualmente, estd
bem estabelecido o papel maléfico da ativacdo do sistema nervoso adrenérgico e

do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) no desenvolvimento de
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hipertrofia cardiaca e em sua evolucdo para IC (Weinberg et al., 1994; Weinberg
et al., 1997; Okoshi et al, 2004a; Bregagnollo et al., 2005; Gongalves et al.,
2005). O bloqueio desses sistemas, utilizando os inibidores da enzima conversora
da angiotensina, bloqueadores dos receptores da angiotensina e os
betabloqueadores, tém consistentemente mostrado efeito favoravel no
tratamento da insuficiéncia cardiaca e na regressdo do remodelamento cardiaco
(Bristow et al., 2005).

Somente mais recentemente, foi verificado também o papel deletério
da ativacdo do mineralocorticdide aldosterona ndo dependente do sistema renina-
angiotensina, sobre o sistema cardiovascular (Pitt et al., 1999; Takeda et al,
2000; Hayashi et al., 2003; Pitt et al., 2003; Mano et al., 2004; Kobayashi et al.,
2006). Em trabalhos experimentais, foi verificado que a aldosterona promove,
entre vdrios efeitos, inducdo de fibrose intersticial, hipertrofia miocitaria,
apoptose de midcitos, lesdo vascular, disfuncdo endotelial, perda de potdssio e
magnésio, arritmias ventriculares e retencdo renal de sédio e dgua (Mano et al.,
2004; Okoshi et al, 2004b; Struthers & MacDonald, 2004). Além disso, o
bloqueio da acdo da aldosterona com espironolactona ou eplerenona atenua as
alteracdes cardiacas morfolégicas e funcionais desencadeadas por diversos
estimulos (Takeda et al., 2000; Suzuki et al., 2002; Kobayashi et al.,, 2006). O
aumento da reabsorcdo renal de sédio pode induzir elevacdo da pressdo arterial
sistémica e, consequentemente, da carga hemodinamica a qual o coracdo esta
submetido (Struthers & MacDonald, 2004). Entretanto, ainda ndo esta definido
se o bloqueio das acbes da aldosterona tem papel em situacdo de sobrecarga
pressorica cronica e persistente.

O estudo RALES, no qual foi utilizado o bloqueador da aldosterona
espironolactona, foi o primeiro a mostrar reducdo da mortalidade e nimero de
hospitalizacées em pacientes com IC sistélica em classes funcionais III e IV da New
York Heart Association (NYHA) (Pitt et al, 1999). Posteriormente, o ensaio
clinico EPHESUS mostrou beneficio do bloqueador especifico da aldosterona,
eplerenona, também em pacientes com IC sistélica em classes II, III e IV pos-
infarto do miocardio (Pitt et al., 2003). O recente estudo EMPHASIS-HF mostrou

que a eplerenona reduz a mortalidade e hospitalizacbes em pacientes com IC de
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qualquer causa em classe funcional II e fracdo de ejecdo <0,35 (Zannad et al.,
2011). Baseados nesses ensaios clinicos, a diretriz terapéutica atual recomenda o
uso de espironolactona em portadores de IC de qualquer causa, com fracdo de
ejecdo reduzida, e em classes funcionais II, III ou IV. Além disso, recomenda-se
também aos pacientes pés-infarto do miocardio com fracdo de ejecdo menor que
0,40, independente da classe funcional (Bocchi et al., 2012).

Em relacido ao remodelamento cardiaco, Chan et al. (2007)
publicaram um ensaio clinico envolvendo pequeno numero de pacientes com IC
em classe funcional II que mostrou efeito benéfico da espironolactona na
estrutura e funcdo do VE. Portanto, é de fundamental importancia que se
determine o efeito do bloqueio dos receptores da aldosterona em fases precoces
do desenvolvimento de IC.

Para estudos envolvendo a transicio da fase de hipertrofia
ventricular compensada secunddria a HAS para a de IC descompensada, o modelo
de rato geneticamente hipertenso tem sido muito utilizado. Os ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) foram introduzidos por Okamoto e Aoki
(1963) como um modelo de hipertensdo genética, muito semelhante a
hipertensao arterial sistémica em humanos. O SHR desenvolve hipertensao
persistente apds cerca de dois meses de idade e, aos trés meses, ja apresenta
hipertrofia do VE (Bing et al, 1995; Cicogna et al, 1999). Apds periodo
relativamente longo de hipertensao estdvel e hipertrofia compensada com funcao
cardiaca preservada, os animais desenvolvem disfuncdo ventricular e insuficiéncia
cardiaca, em geral, entre 18 e 24 meses de idade (Pfeffer et al., 1979; Trippodo &
Frohlich, 1981; Bing et al., 2002; McCrossan et al., 2004). Semelhantemente ao
que se observa em humanos, durante o processo de remodelacdo cardiaca nos
SHR ocorre o desenvolvimento de fibrose miocdrdica, com aumento do colageno
dos tipos I e III, alterando a quantidade e qualidade do coldgeno miocérdico, que
é particularmente acentuada na fase de IC (Bing et al., 1995; Conrad et al., 1995;
Brower et al., 2006).

Como referido anteriormente, ja foi bem demonstrado o papel da
aldosterona em induzir aumento da matriz coldgena intersticial (Brilla et al,

1993; Wahed et al,, 2005; Kalidindi et al., 2007). Entretanto, ainda ndo esta
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definido se o antagonismo precoce da aldosterona pode impedir ou reverter
alteracoes da quantidade e da composicdo da matriz coldgena intersticial em SHR.
Considerando os efeitos adversos da aldosterona na remodelacdo cardiaca e no
desenvolvimento da IC, pode-se supor que o bloqueio dos receptores da
aldosterona, em fase anterior ao desenvolvimento da IC, tem efeitos benéficos,
atenuando a progressdo da remodelacdo cardiaca. De fato, estudo prévio do nosso
grupo mostrou que ratos espontaneamente hipertensos tratados com
espironolactona por seis meses, a partir dos 16 meses de idade, apresentam
reducdo significante da mortalidade (Cezar, 2010). No entanto, ndo observamos
efeitos benéficos sobre a remodelacdo cardiaca. Assim, levantamos duas hipdteses
para explicar nossos achados: 1) a espironolactona reduz a ocorréncia de morte
subita sem, no entanto, interferir na evolucdo natural da remodelacdo cardiaca
decorrente da cardiopatia hipertensiva; e 2) efeitos benéficos da espironolactona
sobre o coracdo ndo puderam ser demonstrados porque os ratos sem tratamento,
com alteracdes estruturais e funcionais mais avancadas, ndo sobreviveram até o
final do periodo experimental, quando a fungédo cardiaca e miocardica foi avaliada
in vivo e in vitro. Assim, no presente estudo, testamos a hipétese que a
administracdo precoce de espironolactona em SHR atenua alteracdes estruturais e
funcionais cardiacas e da matriz coldgena miocardica quando os animais sdo
avaliados em periodo experimental anterior aquele no qual apresentam grande
mortalidade pela evolucdo natural da doenca (Struthers & MacDonald, 2004;
Weinberg et al., 1997).
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OBJETIVO



Avaliar o efeito da administracdo precoce de espironolactona sobre
varidveis estruturais e funcionais cardiacas de ratos espontaneamente
hipertensos. Adicionalmente, investigar os componentes responsdveis pela

remodelacdo da matriz extracelular.
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MATERIAL E METODOS



Animais e Constituicao dos Grupos

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e ratos
normotensos Wistar-Kyoto (WKY), machos, com 13 meses de idade, provenientes
do Biotério do Campus de Botucatu da Universidade Estadual Paulista, UNESP. O
projeto foi aprovado pela Comissio de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: 1) grupo
SHR controle (SHR-C, n=15) que foi alimentado com racdo comercial e dgua ad
libitum; 2) grupo SHR espironolactona (SHR-ESP, n=21) que foi alimentado com
racdo comercial acrescida de espironolactona (20 mg/kg de peso corporal/dia) e
agua ad libitum; e 3) grupo WKY controle (WKY-C, n=15) que foi alimentado com
racdo comercial e dgua ad libitum. Os ratos permaneceram com esse tratamento
por seis meses. Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos em
gaiolas (dois animais/gaiola), a temperatura ambiente de 23° C, com ciclos de
luminosidade de 12 horas.

Ao final de seis meses de periodo experimental, os animais foram
avaliados para verificacdo de sinal clinico de IC (taquipneia ef/ou respiracdo
laboriosa) e, a seguir, eutanasiados para coleta de sangue e obtencdo de tecidos.
No exame post mortem, foram pesquisados sinais patoldgicos para confirmacao
do diagndstico de insuficiéncia cardiaca como ascite, congestdo hepdtica, derrame
pleural ou pericardico, trombo em 4&trio esquerdo e hipertrofia do ventriculo
direito (relacdo peso do ventriculo direito em mg/peso corporal em g maior que
0,8) (Boluyt et al, 1994; Brooks et al., 1997; Boluyt et al., 2005). Os animais
que morreram antes de completar o periodo experimental nado tiveram o

diagnéstico de IC confirmado por sinais patoldégicos.

Aferigdo da Pressao Arterial e Peso Corporal

A pressao arterial sistélica (PAS) foi aferida indiretamente na cauda,
no inicio e ao término do periodo experimental. Os ratos foram previamente

colocados em caixa de madeira (50 x 40 cm), a temperatura de 40° C por 5
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minutos, com a finalidade de produzir vasodilatacdo da artéria caudal. A PAS foi
aferida por plestimografia (Pfeffer et al, 1971), utilizando-se o eletro-
esfigmomanometro Narco Bio-System®, modelo 709-0610 (International
Biomedical, Inc., USA). O manguito foi posicionado em torno da cauda do animal
e conectado a transdutor de pressdo. Em seguida, o manguito foi insuflado a
valor superior a pressdo arterial sistélica e desinsuflado. O registro das pulsagdes
arteriais foi feito em poligrafo Gould, modelo RS 3200.

Os ratos foram pesados individualmente em balanca digital

(Mettler® modelo Spider 2).

Estudo Ecocardiografico

O ecocardiograma foi realizado antes da introducédo do tratamento e
ao final do periodo experimental. Os ratos foram submetidos a anestesia com
cloridrato de cetamina (50 mg/(kg, i.p.) e cloridrato de xilidino (1 mg/kg, i.p.).
ApOs tricotomia da regido anterior do térax, os animais foram posicionados em
decubito lateral esquerdo para a realizacio do exame. Foi utilizado o
equipamento modelo HDI-5000 da Philips, equipado com transdutor eletronico
multifrequencial de 12 MHz. Para avaliacdo estrutural do coracdo, foram obtidas
imagens em modo monodimensional (modo-M) orientado pelas imagens em modo
bidimensional, estando o transdutor em posicdo para-esternal eixo menor. A
avaliacdo do VE foi realizada posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do
plano da valva mitral no nivel dos musculos papilares (Simone et al., 1992; Litwin
et al, 1995). As imagens da aorta e do 4trio esquerdo foram obtidas
posicionando o cursor do modo-M ao nivel do plano da valva adrtica. As imagens
obtidas no modo-M foram registradas em impressora modelo UP-895 da Sony Co.
Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas, manualmente, com o
auxilio de um paquimetro (Mitutoyo, Japan). As seguintes estruturas foram
medidas: diametros diastélico (DDVE) e sistolico (DSVE) do VE; espessuras
diastdlica (EDPP) e sistdlica (ESPP) da parede posterior do VE; espessuras
diastélica (EDSIV) e sistélica (ESSIV) do septo interventricular; didmetro da aorta
(AO) e do atrio esquerdo (AE). A massa do VE (MVE) foi calculada pela férmula
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((DDVE + EDPP + EDSIV)® - (DDVE)’] x 1,04, onde 1,04 representa a densidade
especifica do miocardio (Litwin et al., 1995; Paiva et al., 2003). A funcdo sistdlica
do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) porcentagem de encurtamento
endocardico [(DDVE - DSVE) [ DDVE]; 2) porcentagem de encurtamento
mesocardico [(DDVE + % EDPP + % EDSIV) - (DSVE + % ESPP + % ESSIV) /[
(DDVE + % EDPP + % EDSIV)]; e 3) velocidade de encurtamento da parede
posterior (VEPP), que é a tangente maxima do movimento sistélico da parede
posterior. A funcdo diastdlica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) razao
entre os picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da
contracdo atrial (onda A) do fluxo transmitral; 2) tempo de relaxamento

isovolumétrico (TRIV).

Estudo do Musculo Isolado

A funcdo miocdrdica foi analisada por meio de preparacdes com
musculos papilares isolados do VE. O desempenho mecénico do musculo papilar
foi avaliado no dia seguinte a realizacdo do ultimo ecocardiograma, de acordo
com a técnica utilizada rotineiramente em nosso laboratério (Cicogna et al.,
1997; Cicogna et al., 2000; Gut et al., 2008; Okoshi et al., 2006). Apds anestesia
com pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.), os animais foram submetidos a
toracotomia mediana. O coracao foi rapidamente removido e colocado em solucao
de Krebs-Henseleit com a seguinte composicdo em mM: 118,5 NaCl; 4,69 KCl; 1,25
CaCl, 1,16 MgSO.; 1,18 KH,PO,; 5,50 glicose; e 24,88 NaCO;. A solucdo foi
mantida a temperatura de 28° C e oxigenada com 95% de oxigénio e 5% de
diéxido de carbono. A seguir, o musculo papilar do VE foi dissecado, preso a anéis
de aco inoxidavel e transferido para camara contendo solucdo de Krebs-Henseleit,
com pH entre 7,38 a 7,42 e pressdo parcial de oxigénio entre 550 a 600 mmHg. A
extremidade inferior do musculo foi acoplada a transdutor de forca (Kyowa
120T-20B) e a superior a sistema de alavanca isotonica que permite ajuste do
comprimento de repouso do musculo e da pds-carga.

O musculo papilar foi estimulado 12 vezes por minuto por meio de

eletrodos de platina (E8 - Grass), com voltagem de estimulo de 12 a 15 volts
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correspondente a valor 10% acima do minimo necessario para provocar resposta
mecanica maxima do musculo.

Apds periodo de 60 minutos, no qual o miusculo contraiu sem
desenvolver forca (contracdo isotonica), este foi colocado em contracio
isométrica pela adicdo de pods-carga de 50 g. A seguir, o musculo foi
progressivamente estirado, até a forca desenvolvida atingir seu valor maximo. O
comprimento de repouso da fibra muscular associado com a forca ou tenséo
maxima desenvolvida, em contracdo isométrica, denomina-se Lmax. O registro das
varidveis foi iniciado apds verificar-se que o musculo permaneceu estavel em
contracdo isométrica durante 15 minutos. Os seguintes parametros foram
analisados: tensdo desenvolvida (TD, g/mm?), velocidade de variacdo da tensdo
desenvolvida (+dT/dt, g/mm?(s) e velocidade de variacdo de decréscimo da tensao
desenvolvida (-dT/dt, g/mm?/s). As contracdes isométricas foram registradas por
meio de sistema computadorizado de aquisicdo de dados (Acqknowledge® MP100,
Biopac Systems Inc., Santa Barbara, CA, USA). Os valores de tensdo foram
normalizados pelas dreas seccionais dos musculos.

A reserva contrdtil foi avaliada por meio dos seguintes estimulos
inotropicos: 1) contracdo pds-pausa; 2) aumento da concentracdo extracelular de
célcio de 1,25 mM para 2,5 mM e 5,0 mM; e 3) adicdo de isoproterenol a solucédo
nutriente.

O comprimento do musculo (Lmax) foi medido com auxilio de
catetometro Gartner (Gartner Scientific Corporation, Chicago, USA). Ao final do
experimento, a porcdo muscular entre os anéis de aco foi cortada, submetida a
secagem com papel filtro e pesada. A drea seccional do musculo foi calculada

dividindo-se o peso pelo comprimento.

Analise Histolégica do Coragao

Apods a pesagem dos ventriculos direito e esquerdo, foram cortados
fragmentos com 3 a 5 mm de espessura da parte central do VE. O material foi
imerso em formalina 10% neutra e tamponada, durante 48 horas, a 4° C. A

seguir, o tecido foi lavado, desidratado e incluido em parafina. Cortes histolégicos
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com 5 a 7 uym de espessura foram submetidos a coloracdo por hematoxilina e
eosina, para avaliacdo morfolégica geral e mensuracdo do diametro dos midcitos
e a coloracdo por picrosirius red para quantificacdo do coldgeno miocardico.

A andlise morfométrica foi realizada utilizando-se camara de video
acoplada a microscopio Leica, com objetiva 40 X, conectado a computador
equipado com programa analisador de imagem (Image-Pro Plus 3.0, Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Em seccdes transversas do VE, foram
medidos os menores didmetros transversos dos midcitos de, no minimo, 50 fibras
cardiacas nas quais o nucleo foi claramente identificado (Ahmet et al., 2005).
Para a quantificacdo da fracdo do coldgeno intersticial miocdrdico, foram
analisados no minimo 20 campos histolégicos, sendo o coldgeno perivascular

excluido da analise.

Analise de Variaveis Anatomicas

O grau de hipertrofia ventricular foi avaliado pelos pesos dos
ventriculos direito e esquerdo e pela relacdo entre o peso timido dos ventriculos
direito e esquerdo e normalizados pelo peso corporal e o comprimento da tibia
dos animais. Os ventriculos, &trios, pulmdes e fragmento do figado foram
utilizados também para determinacdo do conteido de dgua nesses tecidos

(relacdo peso umido/seco).

Avaliacao Colorimétrica do Colageno Miocardico

Para avaliacdo do coldgeno total e soluvel do tecido cardiaco foram
utilizados dois ensaios colorimétricos. A andlise do coldgeno soluvel foi realizada
com a extracdo do tecido por acido acético e pepsina utilizando-se o método de
coloracdo por sirius red e leitura por espectrofotometria a 540 nm. A analise do
coldgeno total foi realizada por hidrdlise dcida mediante adicdo de HCl 6 N em
cada um dos tubos da amostra e, posteriormente, foi adicionado a solucéo
cloramina T/P-dimetilamina-benzaldeido para obtencdo de cor, e a leitura foi

realizada por espectrofotometria a 570 nm (Prockop & Udenfriend, 1960).
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Perfil Bioquimico

Para as dosagens bioquimicas foram utilizados kits comerciais da
Celm® (sédio, potdssio e magnésio) e Laborlab® (creatinina). Para dosagens de
sodio, potdssio e magnésio, foi utilizado o método de fotometria de chama por
meio do aparelho FC-280. A dosagem de creatinina foi realizada por meio do

aparelho Celm SB-190 e com atividade enzimatica a 37° C.

Quantificagao de Hidroxiprolina

A hidroxiprolina é um aminodcido presente exclusivamente no
coldgeno e, portanto, a determinacdo de sua concentracdo é utilizada para
quantificar o coldgeno miocdrdico.

A concentracdo miocardica de hidrokiprolina foi mensurada em
tecido miocdrdico obtido da ponta do VE, de acordo com o método descrito por
Switzer (1991) e padronizado em nosso laboratério (Matsubara et al., 2000;
Epifanio et al.,, 2005).

Inicialmente foram obtidas as solucdes-padrdao de trabalho de
hidroxiprolina (diluicdo 60 pl HOP [ 2940 ul HCI) e a solucdo branca (dgua
destilada). Previamente a execucdo do processamento bioquimico, foi necessaria a
preparacdo dos seguintes reagentes quimicos: tampao borato 0,2 M (pH 8,7),
tiossulfato de sédio 3,6 M e o reagente de Ehrlich. O processamento bioquimico
para determinacdo da concentracdo de hidroxiprolina foi iniciado por secagem
das solucbes-padrdo e das amostras no concentrador de amostras (Speed Vac). A
hidrdlise acida foi realizada mediante adicdo de HCl 6 N em cada um dos tubos
das amostras, que foram aquecidas em estufa a 100° C por 8 horas. A oxidacédo
foi realizada apds retirada e resfriamento dos tubos da estufa. A seguir, as
amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 10 minutos e colocadas
novamente no concentrador de amostras (Speed Vac) por 3 horas. Retirada as
amostras, adicionou-se 1 mL de dgua destilada e tamponada com solucdo tampao

borato 0,2 M pH 8,7; apés 20 minutos, a reacdo foi inibida com solucédo
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tiossulfato de sédio 3,6 M e as amostras agitadas. Posteriormente, a solucdo foi
saturada com KCl e colocada em banho-maria a 90° C.

Os tubos foram resfriados e adicionados 2,5 mL de tolueno e
agitados por 5 minutos para separacdo das fases agua e tolueno. Retirou-se 1,5
mL de tolueno da solucdo, que foi colocado em tubos de hemdlise e acrescentado
0,6 mL de solucdo de Ehrlich. As amostras foram mantidas em repouso por 30
minutos a fim de se alcancar a estabilidade do cromdgeno. A leitura foi realizada

por espectrofotometria com filtro de 565 nm.

Avaliagcao da Expressao Génica por RT-PCR em Tempo Real

A andlise de mRNAs dos colagenos tipo I al, tipo III al e a de lisil
oxidase (LOX), que é a enzima responsdvel pelo “cross-linking” do coldgeno, e do
gene constitutivo ciclofilina foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real apds transcricdo reversa (RT-PCR).

Apds a eutandsia, amostra de miocardio do VE foi imediatamente
congelada em nitrogénio e, a seguir, transferida para freezer a -80° C, onde
permaneceu até o momento do estudo molecular.

A extracdo de RNA total do miocardio foi realizada utilizando-se
TRIzol Reagent (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), de acordo com
método previamente descrito (Carvalho et al., 2006; Martinez et al., 2010).

Resumidamente, o  fragmento  muscular congelado foi
mecanicamente homogeneizado em gelo com TRIzol (1 mL de TRIzol/50-100 mg
de tecido) e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. A seguir, foram
acrescentados 0,2 mL de cloroférmio por mL de TRIzol utilizado, homogeneizado
vigorosamente e incubado por 3 minutos a temperatura ambiente. O material foi
centrifugado a 12.000 g por 15 minutos a 4° C. A fase aquosa formada apéds a
centrifugacéo foi separada, acrescida de 0,5 mL de isopropanol (por mL de TRIzol
utilizado inicialmente) e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente para
precipitacdo do RNA. Apds esse periodo, o material foi novamente centrifugado a
12.000 g por 10 minutos a 4° C. O sedimento formado foi lavado com 1 mL de
etanol 75% (por mL de TRIzol utilizado inicialmente) e centrifugado a 7.500 g
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por 5 minutos a 4° C. O sedimento de RNA foi submetido a secagem por 10
minutos a temperatura ambiente e ressuspenso em solucdo 0,01% de
dietilpirocarbonato (DEPC) e incubado a 60° C por 10 minutos. Para remover
qualquer contaminacdo de DNA, as amostras foram incubadas com DNase I
(#18068-015, Invitrogen Life Technologies, CA, USA). Posteriormente, foi
realizada a quantificacdo de RNA por espectrofotometria a 260 nm, utilizando-se
o fator de correcdo proprio para o RNA (40). A pureza do RNA foi considerada
satisfatoria quando a razdo entre as densidades opticas a 260 e 280 nm foi de
aproximadamente 2,0.

Um micrograma de RNA foi submetido a RT utilizando-se o High
Capacity RNA-to-cDNA Kit (#4387406, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
para volume total de reacdo de 20 pL, de acordo com método recomendado pelo
fabricante. Aliquotas de 2,5 pL (10-100 ng) do produto da RT, contendo DNA
complementar (cDNA), foram submetidas a PCR em tempo real utilizando-se 10
uL 2X TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 1 pL de ensaio
(20X) contendo oligonucleotideos iniciadores (primers) senso e antisenso e sonda
TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) especificos para cada gene:
coldgeno tipo I al (Tagman assay Rn01463848_m1l; Ref. Seq. Genbank
NM_053304.1), coldgeno tipo III al (Tagman assay Rn01437681_m1l; Ref. Seq.
Genbank NM_032085.1), lisil oxidase (Tagman assay Rn01491829_m1; Ref. Seq.
Genbank NM_017061.2). A amplificacdo e andlise foram realizadas utilizando o
Step One Plus™ Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
de acordo com as recomendacées do fabricante. Os dados de expressao génica dos
genes alvo foram normalizados pela expressdo dos genes de referéncia ciclofilina
(Tagman assay Rn00690933_m1; Ref. Seq. Genbank NM_017101.1). As reacdes
foram feitas em triplicata e a expressdo génica foi calculada pelo método C;

(critical threshold cycle) comparativo (2°47) (Livak & Schmittgen, 2001).
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Western Blotting

A expressdo proteica dos colagenos tipo I (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) e tipo III e da lisil oxidase (Abcam, Cambridge, UK) foram
avaliadas por Western blot.

Resumidamente, fragmento do miocardio do VE (80-100 mg) foi
homogeneizado com 800 uL de tampdo Tris-Triton, contendo inibidores de
protease e fosfatase. A seguir, o homogenato foi centrifugado por 20 minutos a
12.000 rpm, a 4° C, para eliminacdo de material insoluvel. O sobrenadante foi
coletado e separado em aliquotas, as quais foram armazenadas a -80° C. Uma das
aliquotas foi utilizada para quantificacdo de proteina pelo método de Bradford
(Bradford, 1976). Para cada proteina alvo, foi realizada eletroforese de proteinas
em gel de poliacrilamida a 4° C (30 minutos a 50 V e 2 horas a 120 V). Apés
eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose em
sistema de transferéncia umida por 90 minutos a 120 V, a 4° C. A seguir, a
membrana foi incubada em solucdo de leite desnatado 5% em temperatura
ambiente por 2 horas (bloqueio) para prevenir ligacdes inespecificas com os
anticorpos primario e secundario. Posteriormente, a membrana foi lavada com
TBST (tampdo contendo Tris, NaCl e Tween 20) e incubada durante a noite, a 4°
C, com anticorpo primdrio especifico para cada proteina. No dia subsequente, a
membrana foi lavada com TBST e incubada a temperatura ambiente por 90
minutos com anticorpo secunddrio (conjugado a peroxidase) adequado para
ligacdo com o anticorpo primario utilizado, de acordo com recomendacdo do
fabricante. A seguir, apdés incubacdo da membrana com Super Signal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce Protein Research Products, Rockford, USA)
para deteccdo do anticorpo ligado a membrana, foi obtida a autorradiografia.

Apoés obtencdo da radiografia com as bandas referentes a proteina
alvo, a membrana foi incubada com Restore Western Blot Stripping Buffer
(Pierce Protein Research Products, Rockford, USA) para remocdo dos anticorpos
ligados a membrana. A seguir, foi realizado novamente o processo de bloqueio e a

membrana foi incubada durante a noite, a 4° C, com anticorpo primario para a
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proteina constitutiva GAPDH. O procedimento prosseguiu da mesma forma como
descrito anteriormente até a deteccdo do sinal e obtencdo da autorradiografia.

Os filmes foram digitalizados e as bandas quantificadas por
densitometria utilizando-se o programa Gel Pro 3.1. Os resultados obtidos para as
proteinas alvo foram normalizados pelos resultados da proteina constitutiva
GAPDH.

e Anticorpos primdrios da Santa Cuz Biotechnology Inc. (California, USA):
collal (sc-8784-r) e GAPDH (sc-32233).

e Anticorpos primarios da Abcam (Cambridge, UK): col3al (ab6310) e LOX1
(ab60178).

e Anticorpos secunddrios da Santa Cuz Biotechnology Inc. (California, USA):

anti-mouse (sc-2005) e anti-rabbit (sc-2004).

Analise Estatistica

Os dados numéricos sdo expostos como média e desvio padrdo ou
mediana e percentis 25 e 75 de acordo com a distribuicdo normal ou ndao normal.
A comparacdo entre os grupos foi realizada por andlise de variancia (ANOVA) de
uma via complementada pelo teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis de uma via
complementado com teste de Dunn (comparacdes efetuadas: WKY-C versus SHR-C,
SHR-C versus SHR-ESP). Para comparar valores de peso corporal e de pressdo
arterial foi utilizada ANOVA de duas vias para modelo de medidas repetidas
complementadas pelo teste de Bonferroni. A anadlise de frequéncia de sinais de
insuficiéncia cardiaca e de mortalidade entre os grupos foi realizada pelo teste de

Goodman. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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Caracterizagao dos grupos experimentais e variaveis anatdémicas

Neste estudo foram utilizados 15 animais WKY controle (WKY-C) e
44 animais SHR que foram divididos em 20 para o grupo controle (SHR-C) e 24
para o grupo que recebeu espironolactona (SHR-ESP). Ao final do periodo
experimental, os grupos foram constituidos por 15 animais no grupo WKY-C, 15
animais no grupo SHR-C e 21 animais no grupo SHR-ESP.

Dentre os animais sobreviventes de cada grupo, houve diferenca
significante entre os grupos quanto a presenca de sinais de IC: WKY-C 0,0%, SHR-
C 86,7% e SHR-ESP 47,6% (p<0,05), como mostrado na Figura 1. A
espironolactona mostrou ser benéfica em reduzir a ocorréncia de sinais de IC.

Em relacdo a mortalidade, todos os animais do grupo WKY-C
sobreviveram até o final do experimento. A mortalidade do grupo SHR-C foi maior
quando comparado ao WKY-C (25,0% vs. 0,0%, p<0,05). O grupo SHR-ESP
apresentou taxa de mortalidade intermedidria entre os outros dois grupos
(12,5%), ndo sendo estatisticamente diferente desses. Assim, a espironolactona

atenuou a taxa de mortalidade nos animais SHR-ESP.

Peso Corporal

Na Tabela 1 e Figura 2 estdo expostos os valores de peso corporal
dos animais. O PC foi semelhante nos grupos SHR-C e SHR-ESP quando
comparados entre si no mesmo momento (inicial ou final). O grupo WKY-C
apresentou PC final maior quando comparado ao grupo SHR-C. Na comparacéo
entre os momentos inicial e final em cada grupo, os grupos SHR apresentaram

reducao significante do PC, enquanto que no grupo WKY-C ocorreu aumento.
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Figura 1: Frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca. WKY-C: ratos Wistar-Kyoto
controle; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP:
ratos espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona. #:

p<0,05 vs. WKY-C; t+ p<0,05 vs. SHR-C (teste de Goodman).

Tabela 1. Peso corporal dos animais

Variaveis WKY-C SHR-C SHR-ESP
(n=15) (n=15) (n=21)

PC inicial (g) 381 +19 390 + 21 383 + 20

PC final (g) 400 £ 27* 356 + 40** 366 + 40"

Dados expressos em média e desvio padrdo. WKY-C: grupo de ratos Wistar-Kyoto controle;
SHR-C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: grupo de ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; PC: peso corporal. *: p<0,05 vs. PC
inicial dentro do mesmo grupo; #: p<0,05 vs. WKY-C (ANOVA de duas vias para modelo de
medidas repetidas complementada com teste de Bonferroni).
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Figura 2: Peso corporal dos animais. WKY-C: ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-C:
ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; PC: peso
corporal. *: p<0,05 vs. PC inicial dentro do mesmo grupo; #: p<0,05 vs.
WKY-C (ANOVA de duas vias para modelo de medidas repetidas

complementada com teste de Bonferroni).

Pressao Arterial Sistélica

Na Tabela 2 e Figura 3 sdo mostrados os resultados da pressao
arterial sistélica, segundo tratamento e momento de avaliacdo. Pode-se observar
que houve diferenca significativa entre os grupos WKY-C e SHR-C nos momentos
inicial e final. Nao houve diferenca nos valores da PAS dentro do mesmo grupo

em diferentes momentos.
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Tabela 2. Pressdo arterial sistélica (PAS) no inicio e no final do experimento

Variaveis WKY-C SHR-C SHR-ESP
(n=15) (n=15) (n=21)

PAS inicial (mmHg) 111 £ 09 199 + 13* 190 + 21

PAS final (mmHg) 113 +£12 184 + 24* 197 + 22

Dados expressos em média e desvio padrdo. WKY-C: grupo de ratos Wistar-Kyoto controle;
SHR-C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: grupo de ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; PAS: presséo arterial sistolica. #:
p<0,05 vs. WKY-C (ANOVA de duas vias para modelo de medidas repetidas complementada

com teste de Bonferroni).
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Figura 3: Pressdo arterial sistélica dos animais. WKY-C: ratos Wistar-Kyoto
controle; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-
ESP: ratos espontaneamente hipertensos  tratados com
espironolactona; PAS: pressdo arterial sistdlica. #: p<0,05 vs. WKY-C
(ANOVA de duas vias para modelo de medidas repetidas

complementada com teste de Bonferroni).

Avaliacao Ecocardiografica

O ecocardiograma transtordacico foi realizado no inicio e no final do
periodo experimental. No periodo inicial, ndo observamos diferencas

estatisticamente significantes nas varidveis estruturais e funcionais entre os
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animais utilizados para compor os dois grupos SHR. A comparacdo entre os
grupos SHR e WKY-C mostrou que as varidveis DDVE, DDVE/PC, E/A foram
menores no grupo SHR, e as varidveis EDPP, EDSIV, AO, AE, AE/PC, MVE, onda A e
a espessura relativa do VE foram maiores no grupo SHR.

Na Tabela 3 e Figuras 4, 5, 6 estdo apresentadas as varidveis
estruturais avaliadas no final do experimento. As varidveis estruturais espessura
da parede do VE, espessura relativa do VE, AO, AE, AE/PC, MVE e indice de MVE
foram maiores no grupo SHR-C em relacdo ao WKY-C. Nao houve diferenca entre
0s grupos SHR.

Os resultados da avaliagao funcional do coracdo por meio do
ecocardiograma ao final do experimento estdo expostos nas Tabelas 4 e 5 e
Figura 7. Em relacdo as varidveis de funcdo sistélica, observamos menor
porcentagem de encurtamento mesocdrdico no SHR-C vs. WKY-C. Os dados de
funcao diastélica mostraram prolongamento do TRIV no grupo SHR-ESP quando

comparado ao grupo SHR-C.

Estudo do Musculo Isolado

O desempenho mecanico do musculo papilar foi avaliado no dia
seguinte a realizacdo do ultimo ecocardiograma. Na Tabela 6 e Figuras 8 e 9 estdo
apresentadas as varidveis funcionais na condicdo basal. Todas as varidveis
funcionais mostraram-se aumentadas estatisticamente no grupo SHR-ESP quando
comparadas ao grupo SHR-C. As Tabelas 7, 8 e 9 apresentam as varidveis
funcionais obtidas em contracdes isométricas apds manobras inotrdpicas:
contracdo pods-pausa, elevacdo da concentracdo extracelular de calcio e adicdo de
isoproterenol, respectivamente. O comportamento dos grupos manteve-se

semelhante ao observado na condicao basal.
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Tabela 3. Analise ecocardiogréfica dos parametros estruturais do coracdo

Variaveis WKY-C SHR-C SHR-ESP
(n=15) (n=15) (n=21)

DDVE (mm) 7,77 £ 0,54 7,63+ 0,97 7,87 0,79
DDVE/PC (mm/kg) 19,6 (18,8-20,9) 19,9 (19,2-22,7) 21,2 (20,1-24,3)
DSVE (mm) 3,03+ 0,65 3,33+ 1,39 3,16 + 1,00
EDPP (mm) 1,46 £ 0,13 1,76 + 0,14* 1,81+0,17
ESPP (mm) 3,14 + 0,47 3,56 + 0,58 3,91 + 0,37
EDSIV (mm) 1,51+ 0,12 1,78 + 0,13 1,84 +0,18
AO (mm) 4,07 £ 0,25 4,54 + 0,33* 4,53 + 0,43
AE (mm) 5,81 (5,46-6,04) 6,11(5,67-8,11)"* 6,94 (6,64-7,27)
AE/PC (mm/g) 14,9 + 2,17 19,0 + 4,48* 19,2 + 2,56
Massa VE (g) 0,81+ 0,14 1,00 + 0,25 1,10 + 0,27
indice MVE (g/kg) 2,07 £ 0,30 2,79 + 0,76 3,07 £0,75
Esp. Rel. VE 0,38 + 0,03 0,47 + 0,06 0,46 + 0,05

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. WKY-C:
grupo de ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos
controle; SHR-ESP: grupo de ratos espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona;
PC: peso corporal; DDVE: diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (VE); DSVE: diametro
sistélico do VE; EDPP: espessura diastdlica da parede posterior do VE; ESPP: espessura
sistélica da parede posterior do VE; EDSIV: espessura diastélica do septo interventricular; AO:
didmetro de aorta; AE: didmetro de atrio esquerdo; MVE: massa do VE; Esp. Rel. VE: espessura
relativa do VE. #: p<0,05 vs. WKY-C (ANOVA de uma via complementada com teste de
Bonferroni ou Kruskal-Wallis de uma via complementado com teste de Dunn).
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Figura 4:
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Espessuras diastdlica da parede posterior (EDPP) e do septo
interventricular (EDSIV). WKY-C: ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-C:
ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona. #: p<0,05
vs. WKY-C (ANOVA de uma via complementada com teste de

Bonferroni).
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Figura 5: Diametro do atrio esquerdo (AE). WKY-C: ratos Wistar-Kyoto controle;
SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; PC: peso
corporal. #: p<0,05 vs. WKY-C (ANOVA de uma via complementada com
teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis de uma via complementado com

teste de Dunn).
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Figura 6:
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Diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE). WKY-C: ratos
Wistar-Kyoto controle; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos
controle; SHR-ESP: ratos espontaneamente hipertensos tratados com

espironolactona. ANOVA de uma via complementada com teste de

Bonferroni.

Tabela 4. Avaliacdo da funcdo sistolica do ventriculo esquerdo por

ecocardiograma

Variéveis WKY-C SHR-C SHR-ESP
(n=15) (n=15) (n=21)
% enc. Endo 61,1+7,08 57,4 + 8,81 60,4 + 10,12
% enc. Meso” 35,0 £ 4,10 29,2 + 5,70* 29,5 + 4,99
VEPP (mm/s) 30,2 (26,7-34,1) 33,0 (31,1-37,1) 29,6 (28,5-32,2)

Valores expressos em média e desvio padrao ou mediana e percentis 25% e 75%. WKY-C:
grupo de ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos
controle; SHR-ESP: grupo de ratos espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona;
% enc. Endo: porcentagem de encurtamento endocardico; % enc. Meso: porcentagem de
encurtamento mesocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior do VE. #:
p<0,05 vs. WKY-C (ANOVA de uma via complementada com teste de Bonferroni ou Kruskal-
Walllis de uma via complementado com teste de Dunn).
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Tabela 5. Avaliacdo da funcdo diastélica do ventriculo esquerdo por

ecocardiograma

Variéveis WKY-C SHR-C SHR-ESP
(n=15) (n=15) (n=21)

Onda E (cm/s) 93,0 (84,5-95,5) 74,5 (56,0-84,0) 85,0 (70,0-98,7)

Onda A (cmi/s) 46,0 (43,0~49,0) 63,5 (39,0-93,0) 64,5 (47,5-107)

E/A 2,06 (1,76—'12,16) 0,81 (0,64-2,15) 1,27 (0,75-1,81)

TRIV (ms) 30,0 (27,0-33,0) 33,0 (30,0-35,0) 39,0 (34,0-45,0)t

Valores expressos em mediana e percentis 25% e 75%. WKY-C: grupo de ratos Wistar-Kyoto
controle; SHR-C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: grupo de ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; E/A: razéo entre picos de velocidade
de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contragéo atrial (onda A) do fluxo transmitral; TRIV:

tempo de

relaxamento isovolumétrico. 1: p<0,05 vs. SHR-C (Kruskal-Wallis de uma via

complementado com teste de Dunn).
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Porcentagem de encurtamento mesocdrdico (% Enc. Mesocdrdico) do
ventriculo esquerdo. WKY-C: ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-C: ratos
espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona. #: p<0,05
vs. WKY-C (ANOVA de uma via complementada com teste de

Bonferroni).
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Tabela 6. Variaveis funcionais obtidas em contracbes isométricas na condicao

basal
Variaveis WKY-C SHR-C SHR-ESP
(n=11) (n=12) (n=19)
TD (g/mm?) 4,85+ 0,68 5,22+1,64 6,80+1,491
+dT/dt (g/mm?/s) 44,7+6,82 46,9+17 .4 61,0£17,41
-dT/dt (g/mm?/s) 18,0 (16,0-19,0) 20,8 (18,4-25,1) 28,9 (24,2-34,6)!

Valores expressos em média e desvio padrao ou mediana e percentis 25% e 75%. WKY-C:
grupo de ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos
controle; SHR-ESP: grupo de ratos espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona;
TD: tensao desenvolvida; +dT/dt: velocidade maxima de elevagdo da tensdo desenvolvida; -
dT/dt: velocidade maxima de decréscimo da tensado desenvolvida. 1t p<0,05 vs. SHR-C (ANOVA
de uma via complementada com teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis de uma via
complementado com teste de Dunn).
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Figura 8: Velocidade maxima de decréscimo da tensdo desenvolvida (-dT/dt) do
musculo papilar do ventriculo esquerdo. WKY-C: ratos Wistar-Kyoto
controle; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP:
ratos espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona. t
p<0,05 vs. SHR-C (Kruskal-Wallis de uma via complementado com teste

de Dunn).

RESULTADOS 36



Figura 9:
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Funcdo contratil do musculo papilar do ventriculo esquerdo (TD: tensédo
desenvolvida; +dT/dt: velocidade maxima de elevacdo da tensdo
desenvolvida). WKY-C: ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-C: ratos
espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona. + p<0,05

vs. SHR-C (ANOVA de uma via complementada com teste de Bonferroni).
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Tabela 7. Varidveis funcionais obtidas apés manobras de pds- pausa

PP 10s PP 30s PP 60s

5,22+0,71 5,41+0,74 5,94+1,15

TD (g/mm?) 5,64+1,68 5,84+1,69 5,83+1,73
SHR-ESP 7,78+2,18" 8,07+2,26" 8,21+2,35"

47,6%7,20 49,9+7,37 53,0+8,31

+dT/dt (g/mm?/s) 50,1+17,0 50,8+17,2 48,9+15,8
SHR-ESP 66,0£19,1% 68,9+20,71 69,0+21,1%

17,7+2,41 17,7+2,07 19,2+2,78

-dT/dt (g/mm?/s) 22,245,07 21,5+4,64 21,0+4,70
SHR-ESP 28,9+7,101 30,548,801 30,549,711

Valores expressos em média e desvio padrdo. WKY-C: grupo de ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-C:
grupo de ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: grupo de ratos espontaneamente
hipertensos tratados com espironolactona; PP: contragao apés pausa de 10, 30 e 60 segundos; TD:
tensdo desenvolvida; +dT/dt: velocidade maxima de elevagdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt:
velocidade méaxima de decréscimo da tenséo desenvolvida. 1 p<0,05 vs. SHR-C (ANOVA de uma via
complementada com teste de Bonferroni).

Tabela 8. Varidveis funcionais obtidas apés elevacdo da concentracdo de célcio

0,625mM  1,25mM 2,5mM 5,0 mM

3,74+0,76  4,77+0,72  4,93+0,64  4,65+0,58

TD (g/mm?3) 459+1,89  530+160 570+1,50 5,58+1,38
SHR-ESP  6,02+1,93  7,10#2,217  7,79+2,20"  7,54+2 127

35,146,65  47,9+967  50,146,75  47,5+591

( g}’r‘:lfr/]f/ts) 40,4+186  47.9¢16,5 53,1:154  52.7+14,7
SHR-ESP  47,0+124  61,5+19,8 70,1x21,2' 68,5+18,3"

16,5+3,47  19,622,49  20,1+#2,53  18,7+2,77

(g;?nTn’q ‘Z}S) 19,4594  22,3+519  23,0+4,62  21,8+4,53
SHR-ESP  26,1+6,367  30,6+8,03" 32,849,667 29,3+7,41"

Valores expressos em média e desvio padrao. WKY-C: grupo de ratos Wistar-Kyoto controle;
SHR-C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: grupo de ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; TD: tensdo desenvolvida; +dT/dt:
velocidade maxima de elevagdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt: velocidade maxima de
decréscimo da tensdo desenvolvida. T p<0,05 vs. SHR-C (ANOVA de uma via complementada

com teste de Bonferroni).
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Tabela 9. Variaveis funcionais obtidas apds adi¢ao de isoproterenol (1SO)

Basal ISO 10°M 1SO 10" M ISO 10°M

WKY-C  4,54%0,61  4,67+0,64  4,59+0,60  4,50+0,58

TD (g/mm?) SHR-C 5,34+1,53  512+1,55  4,69+1,41  4,51+1,33
SHR-ESP  7,58+2,44'  7,15+213"  6,60+2,067 6,18+1,90"

WKY-C 450581  48,446,59  50,546,85  53,4+7,61

+dT/dt (g/mm?/s)  SHR-C 50,0+16,4  494+16,6  51,1+16,7  54,1+18,4
SHR-ESP  64,7+19,5"  66,3+20,8"  67,0+20,7  67,1+20,7

WKY-C  182+157  19,642,09  20,3+2,12  259+521

-dT/dt (g/mm?/s)  SHR-C 23,04¢581  22,64551  27,7#857 357117
SHR-ESP  31,5%8,92" 30,148,067 33,5848  43,1+13,3

Valores expressos em meédia e desvio padrao. WKY-C: grupo de ratos Wistar-Kyoto controle;
SHR-C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: grupo de ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; TD: tensao desenvolvida; +dT/dt:
velocidade maxima de elevagdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt: velocidade maxima de
decréscimo da tens&o desenvolvida. T p<0,05 vs. SHR-C (ANOVA de uma via complementada
com teste de Bonferroni).

Perfil Bioquimico

A determinacdo das concentracdes séricas de sédio, potassio,
magnésio e creatinina foram realizados através de kits especificos. Na Tabela 10

podemos observar que os valores ndo apresentaram diferenca estatistica.

Tabela 10. Analise bioquimica do soro dos animais

Variaveis WKY-C SHR-C SHR-ESP

(n=8) (n=8) (n=8)
Sédio (mmol/L) 152+3,58 15514,55 155+1,96
Potassio (mmol/L) 5,94+0,23 5,93+0,46 6,13+0,46
Magnésio (mg/dL) 2,18+0,16 2,48+0,43 2,34+0,12
Creatinina (mg/dL) 0,55+0,01 0,61+0,08 0,60+0,06

Valores expressos em média e desvio padrdo. WKY-C: grupo de ratos Wistar-Kyoto controle;
SHR-C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: grupo de ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; ANOVA de uma via.
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Caracteristicas Morfolégicas do Tecido Cardiaco

A Tabela 11 e as Figuras 10 e 11 apresentam os resultados dos
parametros corporais e cardiacos dos animais, como pesos de VE, VD, atrios e os
mesmos normalizados para PC e comprimento da tibia, e também as relacdes dos
pesos umido/seco de VE, VD, atrios, figado e pulmdo. Os animais do grupo SHR-
ESP apresentaram menores valores das varidveis VD, VD/PC, VD/tibia, atrios,
atrios(PC e 4atrios/tibia quando comparados ao grupo SHR-C. O grupo SHR-C
apresentou maiores valores nas varidveis VE, VE(PC, VE(tibia, VD, VD/PC,
VD/tibia, atrios, atrios/PC, atrios(tibia, atrios umido/seco e pulmao umido/seco

quando comparados ao grupo WKY-C.

Tabela 11. Parametros corporais e cardiacos dos animais

Variaveis WKY-C SHR-C SHR-ESP

(n=15) (n=15) (n=21)

PC (9) 400+27 356x40* 366140
Tibia (cm) 4,09+0,07 4,25+0,09* 4,29+0,08
VE (9) 0,7610,04 1,22+0,18* 1,18+0,15
VE/PC (g/kg) 1,92+0,09 3,42+0,35" 3,26+0,34

VE/tibia (mg/cm) 187110 286+41* 274+37
VD (9) 0,25+0,04 0,31+0,08* 0,24+0,03"
VD/PC (g/kg) 0,58+0,16 0,82+0,33* 0,650,081
VD/tibia (mg/cm) 60,5+8,99 73,1419, 4* 54,9+6,36"
Atrios (g) 0,09+0,01 0,15+0,05* 0,1240,021
Atrios/PC (g/kg) 0,20+0,06 0,41+0,16" 0,33+0,05"
Atrios/tibia (mg/cm) 21,0+15,0 36,2+11,0* 26,9+4,38"
VE Umido/seco 4,18+0,15 4,33+0,47 4,31+0,22
VD Uumido/seco 4,38+0,09 4,54+0,41 4,4610,10
Atrios umido/seco 4,62+0,21 4,91+0,31* 4,73+0,34
Pulmé&o umido/seco 4,66+0,14 5,47+0,47* 5,5110,56
Figado umido/seco 3,30+0,10 3,25+0,54 3,02+0,28

Valores expressos em média e desvio padrao. WKY-C: grupo de ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-
C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: grupo de ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; PC: peso corporal; Tibia:
comprimento da tibia; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito. #: p<0,05 vs. WKY-C; T
p<0,05 vs. SHR-C (ANOVA de uma via complementada com teste de Bonferroni).
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Figura 10: Peso do ventriculo direito (VD) post mortem. WKY-C: ratos Wistar-Kyoto
controle; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP:
ratos espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; PC:
peso corporal. #: p<0,05 vs. WKY-C; t+ p<0,05 vs. SHR-C (ANOVA de uma

via complementada com teste de Bonferroni).
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Peso dos atrios post mortem. WKY-C: ratos Wistar-Kyoto controle;
SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; PC:
peso corporal. #: p<0,05 vs. WKY-C; t+ p<0,05 vs. SHR-C (ANOVA de

uma via complementada com teste de Bonferroni).
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A Tabela 12 mostra os valores relativos a quantificacdo de
hidroxiprolina, fracdo de coldgeno intersticial miocardico e drea seccional
transversa do cardiomidcito do VE. Os valores obtidos da quantificacdo de
hidroxiprolina mostraram maior conteiido no VE do grupo SHR-C vs. WKY-C,
enquanto que a comparacdo entre os grupos SHR tratado e controle nao foi
diferente. A fracdo coldgena miocardica nao foi diferente entre os grupos. A
avaliacdo da drea do midcito mostrou que os grupos SHR-ESP e WKY-C

apresentam menor hipertrofia em relacdo ao grupo SHR-C (Figura 12).

Tabela 12. Avaliacdo bioquimica e morfométrica do miocardio do ventriculo

esquerdo
Variaveis WKY-C SHR-C SHR-ESP
HOP VE (mg/g) 3,74%0,56 5,76x1,22* 4,98+1,00
FCI (%) 3,80+0,89 4,47+3,08 4,28+2 45
AST (um?) 38880 533+94* 393581

Valores expressos em média e desvio padrdo. WKY-C: grupo de ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-
C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: grupo de ratos
espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; HOP: hidroxiprolina; VE: ventriculo
esquerdo; FCI: fracdo de colageno intersticial; AST: area seccional transversa do cardiomidcito.
HOP VE (n=11); AST e FCI (n=6). #: p<0,05 vs. WKY-C; 1 p<0,05 vs. SHR-C (ANOVA de uma via
complementada com teste de Bonferroni).

Analise da Expressao Génica por RT-PCR

A Tabela 13 mostra os dados da avaliacdo da expressdo génica por
RT-PCR em tempo real. A andlise da expressdo dos genes colageno 1, coldgeno 3 e
lisil oxidase mostrou valores maiores no grupo SHR-C vs. WKY-C. A comparacao

entre os grupos SHR-ESP e SHR-C ndo apresentou diferenca estatistica.
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Figura 12: Area seccional transversa do cardiomidcito do ventriculo esquerdo.
WKY-C: ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-C: ratos espontaneamente
hipertensos controle; SHR-ESP: ratos espontaneamente hipertensos
tratados com espironolactona. #: p<0,05 vs. WKY-C; + p<0,05 vs. SHR-

C (ANOVA de uma via complementada com teste de Bonferroni).

Tabela 13. Avaliacdo da expressdo génica por RT-PCR em tempo real

Varigveis WKY-C SHR-C SHR-ESP
(n=7) (n=8) (n=7)
Colageno 1 0,28+0,09 0,80+0,26* 0,61+0,26
Colageno 3 0,24 (0,19-0,27) 0,76 (0,51-0,92)* 0,62 (0,39-0,72)
Lisil oxidase 0,47+0,11 0,98+0,39* 0,71£0,31

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75% (unidade
arbitraria). WKY-C: grupo de ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-C: grupo de ratos
espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: grupo de ratos espontaneamente hipertensos
tratados com espironolactona; #: p<0,05 vs. WKY-C (ANOVA de uma via complementada com
teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis de uma via complementado com teste de Dunn). Valores
normalizados pela expresséao da ciclofilina.

Analise da Expressao Proteica por Western Blotting

A Tabela 14 mostra os dados da avaliacdo da expressdo proteica por

Western blotting. A analise da expressdo das proteinas coldgeno 1, colageno 3 e
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lisil oxidase mostrou que houve menor expressdo de coldgeno 3 no grupo SHR-C
quando comparado ao WKY-C. A comparacdo entre os grupos SHR-ESP e SHR-C

ndo foi estatisticamente diferente.

Tabela 14. Avaliacdo da expressdo proteica por Western Blotting

Variaveis WKY-C SHR-C SHR-ESP
(n=8) (n=8) (n=8)

Colageno 1 0,71+0,21 1,00+0,48 0,63+0,20

Colageno 3 1,69+0,46 1,00+0,28* 1,02+0,40

Lisil oxidase 1,05+0,59 1,00+0,18 0,74+0,28

Valores expressos em média e desvio padrao (unidade arbitraria). WKY-C: grupo de ratos Wistar-
Kyoto controle; SHR-C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP: grupo
de ratos espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; #: p<0,05 vs. WKY-C
(ANOVA de uma via complementada com teste de Bonferroni). Valores normalizados pela
expressdo do GAPDH.

Analise do Colageno Total e Soluvel

A Tabela 15 e as Figuras 13 e 14 mostram os dados da andlise
colorimétrica do coldgeno total e soluivel. A analise mostrou que houve menor
concentracdo de coldgeno total no grupo tratado com espironolactona. A
comparacdo entre os grupos SHR-C vs. WKY-C mostrou maior contetido de

coldgeno total no grupo SHR-C.

Tabela 15. Avaliacdo do coldgeno total e soluvel

Variaveis WKY-C SHR-C SHR-ESP
(n=9) (n=8) (n=10)

Colageno Total 1,06+0,34 1,85+0,63* 1,28+0,39"

Colageno Soluvel 1,59+0,16 1,51+£0,15 1,61+£0,19

Valores expressos em média e desvio padrao (unidade: ug/mg tecido umido). WKY-C: grupo de
ratos Wistar-Kyoto controle; SHR-C: grupo de ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-
ESP: grupo de ratos espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona; #: p<0,05 vs.
WKY-C; 1 p<0,05 vs. SHR-C (ANOVA de uma via complementada com teste de Bonferroni).
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Figura 13: Coldgeno total do ventriculo esquerdo. WKY-C: ratos Wistar-Kyoto
controle; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-
ESP:  ratos  espontaneamente  hipertensos  tratados  com
espironolactona. #: p<0,05 vs. WKY-C; t+ p<0,05 vs. SHR-C (ANOVA de
uma via complementada com teste de Bonferroni).
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Figura 14: Colageno soluvel do ventriculo esquerdo. WKY-C: ratos Wistar-Kyoto
controle; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos controle; SHR-ESP:
ratos espontaneamente hipertensos tratados com espironolactona

(ANOVA de uma via).
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DISCUSSAO



Neste estudo avaliamos os efeitos do bloqueio precoce da
aldosterona na estrutura e funcédo cardiaca e na composicdo da matriz coldgena
miocdrdica de ratos espontaneamente hipertensos.

Estudo prévio do nosso grupo mostrou que o tratamento de ratos
espontaneamente hipertensos com bloqueador de aldosterona iniciado aos 16
meses de idade, por seis meses, ndo alterou a estrutura e funcdo cardiaca; no
entanto, reduziu significativamente a mortalidade do grupo tratado (Cezar,
2010). Assim, no presente estudo optamos por iniciar o tratamento com
espironolactona a partir dos 13 meses de idade, e manté-lo pelo mesmo periodo
de tempo. Os animais SHR entram em descompensacdo cardiaca entre 18 e 22
meses de idade, portanto, com 13 meses de idade, nenhum animal do nosso
estudo apresentou qualquer sinal que pudesse sugerir a presenca de IC. Os
ecocardiogramas realizados antes do inicio do tratamento tiveram como objetivo
determinar a homogeneidade dos grupos quanto a estrutura e funcado cardiaca.
Adicionalmente, avaliamos os animais semanalmente a procura de evidéncia de IC
e determinamos a mortalidade durante todo o periodo experimental.

O rato SHR apresenta hipertrofia cardiaca compensada durante 50%
da sua expectativa de vida, e proximo aos 18 meses de idade desenvolve sinais de
IC. Nessa idade, todos os animais com taquipneia efou respiracdo laboriosa
apresentam um ou mais sinais clinicos de IC, como efusdo pleural, trombo no
atrio esquerdo, hipertrofia do VD (Boluyt & Bing, 2000; Bing et al., 2002). Neste
estudo, o grupo tratado com espironolactona apresentou maior porcentagem de
animais sem IC, mostrando efeito benéfico do bloqueio precoce da aldosterona.

Os resultados apresentados mostram que a mortalidade do grupo
SHR-C foi maior quando comparado ao WKY-C. O grupo SHR-ESP apresentou taxa
de mortalidade intermedidria entre os outros dois grupos. Assim, a
espironolactona atenuou a taxa de mortalidade nos animais SHR.

A avaliacdo do peso corporal dos animais SHR, ao final do periodo
experimental, mostrou que a adicdo da droga a racgdo nao alterou o seu consumo,
uma vez que ambos 0s grupos apresentaram pesos corporais semelhantes,
enquanto o grupo WKY-C apresentou um PC final maior. No entanto, houve

diminuicdo do peso final nos animais dos grupos SHR em relacdo ao peso inicial

DiscussiAo 48



dentro do mesmo grupo, provavelmente porque grande parte dos animais entra
na fase de desenvolvimento de IC no periodo correspondente ao final do
experimento (Bing et al., 1995; Boluyt & Bing, 2000; Okoshi et al., 2001). A
diminuicdo do peso corporal acompanha o processo de insuficiéncia cardiaca,
sendo um importante preditor de mortalidade (Anker et al., 1997). Em nosso
estudo, a diminuicdo do PC é compativel com o desenvolvimento de IC.

O tratamento com espironolactona nao alterou a pressao arterial,
concordando com estudos que utilizaram a mesma concentracdo do farmaco na
racdo e ndo obtiveram alteracdo da pressdo arterial (Kambara et al., 2003;
Veliotes et al., 2010, Baldo et al, 2011). Como a presséo arterial nao foi alterada
pelo tratamento, foi possivel excluir a influéncia dos efeitos hemodinamicos no
processo de remodelacdo cardiaca e mortalidade. Conforme o esperado, o grupo
WKY-C apresentou pressdo arterial menor que os animais SHR.

Por meio do ecocardiograma foram analisadas varidveis estruturais
do coracdo e parametros de funcdo sistélica e diastdlica. Apés o periodo de 6
meses de tratamento, ndo foi possivel observar diferencas entre os grupos SHR,
exceto o TRIV que se prolongou no grupo tratado com espironolactona. As
diferencas observadas entre os grupos SHR-C e WKY-C devem-se a remodelacédo
cardiaca decorrente da hipertensdo arterial sistémica. Esses resultados estdo em
acordo com o estudo de Kambara (2003). Os autores avaliaram o efeito da
mesma dose de espironolactona utilizada em nosso estudo, em ratos SHR com IC,
por periodo de 12 semanas, e ndo observaram alteracdes ecocardiograficas em
relacdo aos controles. Nos importantes ensaios clinicos RALES e EPHESUS que
utilizaram bloqueadores da aldosterona no tratamento da IC e que contribuiram
para modificar o tratamento de pacientes com IC, a avaliacdo estrutural e
funcional do coracdo nao fez parte do estudo (Pitt et al., 1999; Pitt et al., 2003).

O estudo da funcdo miocdrdica ajuda a identificar os componentes
que contribuem para a disfuncao cardiaca e IC (Bing et al., 2002). Sabe-se que a
ativacdo dos receptores de aldosterona promovem alteracoes que podem reduzir
a contratilidade miocdrdica e comprometer a funcdo diastdlica, como a
combinacdo de fibrose cardiaca e morte celular (Delcayre & Swynghendauw,

2002; Opie et al., 2006; Veliotes et al., 2010). Em nosso estudo, a andlise do
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musculo papilar mostrou melhor desempenho contratil e relaxamento miocérdico
no grupo tratado com espironolactona. Apdés a realizacdo das trés manobras
inotropicas, contracdo pds-pausa, aumento da concentracdo extracelular de célcio
e adicdo de isoproterenol a solucdo nutriente, os grupos experimentais
mantiveram comportamento semelhante a condicdo basal. A avaliacdo in vitro
mostrou que o tratamento precoce com espironolactona melhora a funcéo
contratil e o relaxamento no miocardio de ratos SHR.

Os parametros anatomicos do coracdo analisados mostraram
menores valores nas varidveis do VD e atrios no grupo tratado. O grupo SHR-C
apresentou maiores valores nas varidveis do VE, VD, étrios e pulmao umido/seco
quando comparados ao grupo WKY-C. Esses achados nos permitem afirmar que a
espironolactona reduziu o grau de hipertrofia do ventriculo direito e atrios
concordando com estudos realizados em ratos tratados com espironolactona
(Tsybouleva et al., 2004; Resende et al., 2006; Zendaoui et al., 2012).

Sabe-se que o aumento da ativacdo de aldosterona, independente da
elevacdo da pressdo arterial, pode estimular o remodelamento cardiaco e a
progressao da IC (Takeda et al., 2000; Burla et al., 2007). A hipertrofia cardiaca
representa uma caracteristica importante no aparecimento dos sinais de IC, e ha
dados que sugerem ser um evento que precede o aumento da pressdo arterial
(Funck et al, 1995; Delcayre & Swynghendauw, 2002). Em nossa avaliacdo
histolégica do tecido miocardico corado por hematoxilina e eosina, o grupo
tratado com espironolactona apresentou menor area seccional do cardiomidcito.
Este achado estd de acordo com estudo que mostra que a aldosterona estimula a
hipertrofia miocitaria em cultura de cardiomidcitos de ratos recém-nascidos
(Okoshi et al., 2004b). Outro estudo em ratos SHR com elevada susceptibilidade
ao acidente vascular encefélico indicou que a aldosterona circulante tem maior
efeito na hipertrofia cardiaca, enquanto a aldosterona cardiaca contribui mais no
processo de fibrose miocdrdica (Takeda et al., 2000). O estudo de Veliotes et al.
(2010) com SHR fornece evidéncias diretas que o mecanismo fundamental
responsdvel pela transicdo da hipertrofia compensada do VE para disfuncéo e
dilatacdo cardiaca depende do estimulo dos receptores de aldosterona. Em nosso

estudo, o achado de menor drea seccional do midcito no grupo SHR-ESP, concorda
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com os achados anatomicos post-mortem de menor grau de hipertrofia nos
animais tratados com espironolactona, mostrando que o bloqueio da aldosterona
favoreceu a reversdo da hipertrofia miocardica.

Os midcitos cardiacos e os fibroblastos cardiacos sdo os dois
principais tipos de célula no miocardio. Geralmente, os midcitos cardiacos
representam 50% e os fibroblastos cardiacos em torno de 40 a 60% do total de
células do coracdo, embora essa proporcdo possa variar entre as diferentes
espécies. O elemento chave para o desenvolvimento da fibrose miocdrdica é o
fibroblasto cardiaco que é responsavel pela secrecdo da maioria dos componentes
da matriz extracelular no coracdo, tais como os colagenos dos tipos I e III no
corac¢do (Brilla, 2000; Mann et al., 2008; Fan et al., 2012; Zhang et al., 2012). A
sintese do tecido fibroso perivascular esta associada com a elevacdo cronica dos
hormonios efetores do sistema renina-angiotensina-aldosterona (Takeda et al.,
2000). Fibrose miocdrdica é caraterizada pelo aumento da concentracdo de
coldgeno e representa o principal fator prognéstico do remodelamento cardiaco,
sendo responsdvel pelo aumento da rigidez miocdrdica e heterogeneidade elétrica
causando arritmias e disfuncdo diastélica, ambos contribuindo para a disfuncéo
sistélica (Cittadini et al., 2002). No nosso estudo, observamos reducdo da
concentracdo de colageno total no miocdrdio ventricular no grupo tratado com
espironolactona, mostrando o papel do bloqueador da aldosterona na reducéo da
fibrose miocardica. Este comportamento de reducado do colageno miocardico apés
bloqueio da aldosterona ja foi demonstrado por vérios autores (MacFadyen et al.,
1997; Zannad et al., 2000; Macdonald et al., 2004; Mann et al., 2008; Veliotes et
al., 2010). A diminuicdo da concentracdo do coldgeno total no grupo SHR-ESP
esta de acordo com as alteracdes funcionais observadas no estudo do musculo
isolado. Por outro lado, as avaliacdes de coldgeno pelas técnicas de hidroxiprolina,
por laminas coradas por picrosirius red e coldgeno soluvel ndao apresentaram
diferenca entre os grupos SHR.

As andlises da expressdo génica e proteica de colageno I e III e lisil
oxidase por RT-PCR e Western blotting, respectivamente, ndo mostraram
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos SHR. A andlise da

expressdo génica de coldgeno 1, coldgeno 3 e lisil oxidase mostrou valores
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maiores no grupo SHR-C quando comparado ao WKY-C. Enquanto a analise pela
técnica de Western blot mostrou que houve menor expressao de colageno 3 no
grupo SHR-C quando comparado ao WKY-C.

Viérios estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que a
rigidez do VE ¢ afetada por alteracdes na quantidade e qualidade do coldgeno
miocdrdico, ou seja, dependente da proporcdo relativa dos tipos de colageno,
diametro das fibras coldgenas, seu alinhamento espacial e do grau de “cross-
linking”. Portanto, o tecido contendo predominantemente coldgeno do tipo I,
fibras coldgenas de grande didmetro, e/ou elevado grau de “cross-linking” serd
mais rigido que o tecido composto por maiores concentracdes de fibras do tipo
IT1, fibras coldgenas de pequeno didmetro, e essencialmente sem “cross-linking”
(Brower et al., 2006; Lépez et al., 2009; Lopez et al., 2010). Lisil oxidase (LOX) é
sintetizada como uma pré-enzima, que apds modificagées pos-translacionais no
reticulo endoplasmédtico e aparelho de Golgi é secretada para o espaco
extracelular, onde ¢ processado para formar a enzima ativa. Portanto, LOX pode
ser regulada em trés niveis: sintese do precursor LOX por fibroblastos e
miofibroblastos, conversdo extracelular do precursor para a enzima ativa e
estimulacdo direta da atividade enzimdtica. Desempenha papel fundamental no
“cross-linking” das fibras coldgenas, resultando na deposicdo de fibras insoltiveis

de colageno (Lépez et al., 2009; Lopez et al., 2010).
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CONCLUSAO



A introducdo de espironolactona em ratos hipertensos ndo
controlados, antes do surgimento de sinais clinicos de insuficiéncia cardiaca,
reduz a hipertrofia e o coldgeno miocardico, melhora a funcdo contratil e o

relaxamento miocdrdico e atenua a taxa de mortalidade.

Perspectivas

Esses resultados sugerem que o bloqueador de aldosterona pode ser
util também no tratamento de pacientes hipertensos que ainda nido apresentam

sinais ou sintomas de insuficiéncia cardiaca.
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